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bp base pair, 塩基対 
Br breaker, ブレーカー 
CaM  calmodulin，カルモジュリン 
CaMV cauliflower mosaic virus, カリフラワーモザイクウイルス 
CDS coding sequence, コード配列 
EC electric conductivity，電気伝導度 
DIG digoxigein，ジゴキシゲニン 
FW fresh weight, 生鮮重 
GABA γ-amino butyric acid，γ -アミノ酪酸 
GABA-T GABA transaminase，GABA アミノ基転移酵素 
GABA-TG glyoxylate-dependent GABA transaminase， 
グリオキシル酸依存型 GABA アミノ基転移酵素 
GABA-TK α-ketoglutarate-dependent GABA transaminase， 
α - ケトグルタル酸依存型 GABA アミノ基転移酵素 
GABA-TP 
pyruvate-dependent GABA transaminase， 
ピルビン酸依存型 GABA アミノ基転移酵素 
GAD glutamate decarboxylase，グルタミン酸脱炭酸酵素 
GDH glutamate dehydrogenase，グルタミン酸脱水素酵素 
GHB γ-hydroxybutyric acid，γ-ヒドロキシ酪酸 
GOGAT glutamate synthase, グルタミン酸合成酵素 
GS glutamine synthase, グルタミン合成酵素 
HSP heat shock protein, 熱ショックタンパク質 
NAD nicotinamide adenine dinucleotide，ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド 
NOS nopaline synthase, ノパリン合成酵素 
MG  mature green，緑熟 mature green，緑熟 
PCR polymerase chain reaction，ポリメラーゼ連鎖反応 
qRT-PCR quantitative reverse transcription-PCR，定量的逆転写 PCR 
RNAi RNA interference，RNA 干渉 
rpm revolution per minute，回毎分 
SSA   succinic semialdehyde，コハク酸セミアルデヒド 
SSADH  succinic semialdehyde dehydrogenase，コハク酸セミアルデヒド脱水素酵素 
SSR succinic semialdehyde reductase，SSA 還元酵素 
TAE tris-acetate, EDTA buffer，トリス酢酸エチレンジアミン四酢酸緩衝液 
 TCA 回路 tricarboxylic acid cycle，トリカルボン酸回路 


















	 近年, 高血圧, 糖尿病, 高脂血症, 肥満など, いわゆる「生活習慣病」を発症する患者
が急増しており, 深刻な社会問題となっている. その中でも高血圧は最も頻度の高い病
気で, 世界保健機関（WHO）の調査によると, 世界で 10 億人以上が, 日本でも 4300 万
人が高血圧を発症していると推測されている. 高血圧は, 脳卒中, 心疾患, 腎不全など
多くの重篤な疾患を招く危険因子とされており（日本高血圧学会, 2014）, その予防お
よび治療は非常に重要である. 高血圧の治療には降圧剤を用いた薬物療法が有効とさ
れているが, 副作用に悩まされる患者も少なくない. 従って, 軽症高血圧者やその予備
軍である正常高血圧者など, 症状は比較的軽度であるが予防が必須な患者においては, 
薬物療法よりも生活習慣（食習慣, 運動習慣）の改善による治療法が基本となっている.  
	 高血圧を含めた生活習慣病の予防において, 食品の 3 次機能（生体調節機能）が注目
を集めている. その中でも, γ-アミノ酪酸（GABA）は血圧上昇抑制効果を有する成分と
して初期から高い関心が寄せられ, 様々な分野で研究が進められてきた（Kazami et al. 
2002; Inoue et al. 2003; Kajimoto et al. 2004）. GABA は動物, 植物あるいは微生物に遍在
する非タンパク質構成アミノ酸の一つで, 哺乳動物においては抑制性の神経伝達物質
として機能することが知られている（Owens and Kriegstein 2002）. また, 人体において
は GABA を経口摂取することで, 血圧上昇抑制効果に加え, ストレス緩和効果（Abdou 
et al. 2006）や更年期及び初老期にみられる自律神経障害（抑うつ, 不眠, イライラ）の
改善に効果があることが報告されている（Okada et al. 2000）. また, GABA は多種多様
な食材に含まれ, 古くから自然に摂取されてきた. そのため, 日常的な食事を通して
人々の健康に寄与し得る, 安全で有用な成分として期待されている.  
	 このような背景から, 植物分野では農作物にさらに GABA を高蓄積化させる技術の
開発が行われてきた. 例えば, 茶においては生葉を嫌気的条件に置くことでGABA含量
が増加することが見出され（Tsushida et al. 1987）, この加工操作によって得られた緑茶
は「ギャバロン茶」という名で製品化された. また, イネにおいては玄米を水に浸漬さ
せること, 発芽させることによって GABA 含量が増加することが明らかにされている
（Saikusa et al. 1994; Jannoey et al. 2010）. さらに, GABA の蓄積制御に関わる分子メカ
ニズムを遺伝子工学的に改変することで, 収穫後処理を行わなくても GABA を高蓄積
する組換えイネも作出されている（Akama et al. 2009; Shimajiri et al. 2013a）.   
	 ナス科植物であるトマトは, 他の主要な作物と比較して果実内に多量の GABA を蓄
積することが知られており, その含量はハクサイやホウレンソウの約 40-60 倍, 同じナ
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ス科作物であるジャガイモ, ピーマン, ナスと比較しても約 2-15倍である（Matsumoto et 
al. 1997）. また, トマトは, ジャガイモに次いで世界で最も生産されている野菜であり
（FAO「FAOSTAT」2013 統計）, 生食から加工品までその用途が広いこと, 栄養価が
高いことから人気を博している. そのため, トマトを素材にさらにGABAを高蓄積化さ
せる技術を確立することができれば, より多くの人々の健康に寄与できる可能性があ
る. そこで筆者の所属研究室では, GABA 高含有トマトの作出を目標とし, これまでに
遺伝資源の探索や GABA を高蓄積化させるための栽培技術の検討を行ってきた.  
	 遺伝資源の探索では, 栽培品種 61 系統および野生種の中から果実内 GABA 含量が高
い系統がスクリーニングされ, 複数回の栽培試験において安定して高い GABA 含量を
示した系統 ‘DG03-9’ が選抜された（Saito et al. 2008b）. 一般的な栽培品種のトマトで
は, 果実内GABA含量は果実肥大が止まる緑熟期に最大に達し, 果実の着色が始まるブ
レーカーステージを境に急激に減少することが報告されている（Rolin et al. 2000）. し
かしながら, この ’DG03-9’ は通常の GABA 蓄積を示す ‘Micro-Tom’ や ‘ハウス桃太
郎’ と比較して緑熟期における GABA 含量には顕著な差はみられないものの, ブレー
カー以降の成熟ステージにおける減少率が低いことが明らかにされた（Saito et al. 
2008b; Akihiro et al. 2008）. また,  ‘DG03-9’ と ‘ハウス桃太郎’ を高血圧ラットに与え
る実験では, ‘ハウス桃太郎’ と比較して ‘DG03-9’ の方がより強い血圧降下作用を有す
ることが認められた（Yoshimura et al. 2010）. これらの結果から, ’DG03-9’ は抗血圧上
昇作用を有する優良なトマト品種であることが示され, 後に商品化された. また, 植物
において GABA は様々な環境刺激 （塩, 熱, 低温, 低酸素, 機械的刺激, 植物ホルモン）
に応答して蓄積量が増加することが明らかにされていることから（Bown and Shelp 
1997; Shelp et al. 1999; Mazzucotelli et al. 2006; Renault et al. 2010）, トマト果実内の
GABA 含量を増加させる栽培技術の検討が行われた. その結果, 栽培する環境（圃場ま
たは温室）によって最適条件は変化するものの, 根域制限や塩ストレス処理が果実内
GABA 含量を増加させる上で効果があることが明らかにされた（Saito et al. 2008a）.  
	 トマト果実における GABA 蓄積を高める別のアプローチとして , イネの研究例
（Akama et al. 2009; Shimajiri et al. 2013a）のように, GABA の蓄積制御に関わる分子メカ
ニズム自体を改変することも有効であるかもしれない. しかしながら, トマト果実にお
ける GABA の蓄積制御メカニズムは未だ十分に解明されていない. 他の生物種におい
て, GABAは主にGABAシャントと呼ばれる短い経路において代謝されると考えられて
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いる（Satya-Narayan and Nair 1990; Bouché and Fromm 2004a）. この GABA シャントは, 
グルタミン酸脱炭酸酵素（GAD）, GABA アミノ基転移酵素（GABA-T）, コハク酸セ
ミアルデヒド脱水素酵素（SSADH）の 3 つの酵素が触媒する反応から構成されており, 
トリカルボン酸（TCA）回路の 2 ステップ（α-ケトグルタル酸からコハク酸への酸化反
応）をバイパスする経路となっている（Fig. 1）.  
	 GABA シャントの 1 番目の酵素である GAD は, 細胞質においてグルタミン酸と H+
から GABA と CO2を生産する反応を触媒し, GABA 生合成の鍵酵素と考えられている.  
植物の GAD はピリドキサルリン酸（PLP）依存型の酵素で, 主に 6 量体の形で存在し
ている（Gut et al. 2009）. また, 植物の GAD の C 末端には, 動物や細菌には存在しない
伸長領域（30-50 アミノ酸残基）がしばしば観察され, この領域にはカルモジュリン
（CaM）結合ドメインが存在することが知られている（Baum et al. 1993; Yap et al. 2003）. 
in vitro の研究では, GAD の酵素活性が低 pH（<6.0）, あるいは生体 pH における CaM
結合ドメインへの Ca2+/CaM 複合体の結合により上昇することが明らかにされている
（Snedden et al. 1996）. さらに, 組換え体を用いた研究では, C 末の CaM 結合ドメイン
を切除することにより植物体内の GABA 蓄積量が増加することが明らかにされている
（Baum et al. 1996）. これらの知見から, 植物の GAD が保持する C 末の伸長領域は, 
Ca2+/CaM 複合体が存在しない条件（非ストレス条件下など）においては自己阻害的な
役割を果たし, 一方, Ca2+/CaM 複合体が存在する条件（細胞内 Ca2+濃度の上昇を引き起
こすようなストレス条件下など）や低 pH 条件では自己阻害が解除され, 結果的に活性
が上昇すると考えられている. しかしながら, 近年, イネおよびリンゴの研究において
新しいタイプの GAD が同定された（Akama et al. 2001; Akama and Takaiwa 2007; 
Trobacher et al. 2013）. イネ GAD2（OsGAD2）およびリンゴ GAD3（MdGAD3）はいず
れも C 末の伸長領域を保持しているものの, その領域には CaM 結合ドメインが存在し
ない. そのため, 両酵素は Ca2+/CaM に依存しない酵素活性を示す. また, OsGAD2 の C
末伸長領域は自己阻害ドメインとして機能する一方, MdGAD3のC末伸長領域は自己阻
害ドメインとしての機能も有さず, 結果としてこの酵素は恒常的に活性化された状態
で存在している. これらのことから, 植物には GAD の活性化を制御する仕組みが複数
存在しており, 目的に応じて使い分けていると考えられる. 




する（Shelp et al. 1999）. GABA-TK は GABA と α-ケトグルタル酸から SSA とグルタミ
ン酸を, GABA-TP は GABA とピルビン酸から SSA とアラニンをそれぞれ生産する（Fig. 
1）. 動物には GABA-TK のみが存在すると考えられており, 実際に GABA-TK をコード
する遺伝子が単離・同定されている. 一方, 植物においては GABA-TK, GABA-TP 双方
の活性が確認されているが, 現在までに植物から GABA-TK をコードする遺伝子が単離
された例はない. また, 植物において GABA-TP をコードする遺伝子はタバコ, シロイ
ヌナズナ, トマト, イネなどから単離されているが, 近年の研究において, これらの単
離されたGABA-TPタンパク質はアミノ基受容体としてピルビン酸だけでなくグリオキ
シル酸を利用するグリオキシル酸依存型 GABA-T（GABA-TG）活性をも示すことが明
らかにされている（Clark et al. 2009a, b; Shimajiri et al. 2013b）. さらに, 従来, GABA-T
はミトコンドリアのみで働く酵素であると考えられてきたが, 近年のトマトやイネの
研究により, 細胞質や色素体に局在するアイソフォームも存在することが明らかにさ
れている（Clark et al. 2009b; Shimajiri et al. 2013b）. 
	 GABA シャントの 3 つ目の酵素反応を触媒する SSADH は SSA と NAD+からコハク
酸と NADH を生成する（Fig. 1）. SSADH により生成されたコハク酸と NADH は, ミト
コンドリアの呼吸鎖において ATP 生産の基質として利用される（Bouché and Fromm 
2004a）. また, SSADH 活性はミトコンドリア内のエネルギー状態に依存することが知
られており（Busch and Fromm 1999）, NAD+:NADH 比が低下するようなストレス条件に
さらされると SSADH 活性は抑制され, SSA の蓄積と GABA-T のフィードバック阻害が
生じる（Busch and Fromm 1999; Van Cauwenberghe and Shelp 1999）. また, ストレス条件
において, SSA は GABA シャントとは異なる経路を介して γ-ヒドロキシ酪酸（GHB）に
変換されることが報告されている（Fig. 1）. この反応は SSA 還元（SSR）活性を有す
る酵素によって触媒され（Breitkreuz et al. 2003; Hoover et al. 2007; Simpson et al. 2008）, 
有害な SSA を分解することでストレス耐性に寄与することが示唆されている
（Breitkreuz et al. 2003; Allan et al. 2008）. 
	 これらの様々な生物種において報告されている知見をもとに, 先行研究においてト
マトのモデル品種 ‘Micro-Tom’ の果実から 3 つの GAD 遺伝子ホモログ（SlGAD1, 
SlGAD2, SlGAD3）, 3つのGABA-TP遺伝子ホモログ（SlGABA-T1, SlGABA-T2, SlGABA-T3）, 
1 つの SSADH 遺伝子ホモログ（SlSSADH）が単離された（Akihiro et al. 2008）. その中
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でも SlGABA-TP 遺伝子（SlGABA-T1, SlGABA-T2, SlGABA-T3）に関しては, 個々の遺伝
子の機能欠失実験により機能解析が行われ, ミトコンドリア局在型の SlGABA-T1 によ
る GABA 代謝がトマト果実の GABA 蓄積量に大きな影響を及ぼすこと, 種子・果実の
形成において重要な役割を担っていることが明らかにされた（Koike et al. 2013）. しか
しながら, SlGAD および SlSSADH 遺伝子の詳細な機能は未だ不明である. そこで本研究
では, GABA 高含有トマトの作出に向けた新たな知見を得ることを目的とし, GABA 生
合成への関与が見込まれる 3 つの SlGAD 遺伝子（SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3）の機能解
析を行うこととした.  
	 また, トマトは他の作物と比較して GABA を多量に蓄積する種であることが報告さ
れているものの（Matsumoto et al. 1997）, その生理的な役割は十分に解明されていない. 
植物において GABA 及びその代謝は, 花粉管伸長の制御（Palanivelu et al. 2003; Yu et al. 
2014）, 食害および病原菌侵略からの防御（Bown et al. 2006; Seifi et al. 2013）, ROS 生
産の制御（Shi et al. 2010; Liu et al. 2011; Bao et al. 2014）, 細胞伸長の抑制（Renault et al. 
2011）, 細胞内 pH の調整（Carroll et al. 1994; Crawford et al. 1994）, 窒素貯蔵（Bown and 
Shelp 1997）に関与することが示唆されている. しかしながら, 動物と比較すると植物に
おけるGABAの機能は依然として不明確であり, また, 果実に関しては情報が乏しいの
が現状である. そのため, 果実を形成し, かつ, その発達過程で GABA を多量に蓄積す
るトマトにおいて GABA の機能を明らかにすることは, 植物 GABA 研究の進展に貢献
する重要な課題と考えられる. そこで本研究では, トマト果実におけるGABAの生理機
能を明らかにすることをもう１つの目的とした.  
	 本論文の第 1 章では, 先行研究で単離された 3 つの SlGAD 遺伝子（SlGAD1, SlGAD2, 
SlGAD3）がトマト果実内で GABA の生合成に関与しているかを明らかにするため, 各
遺伝子の発現抑制体あるいは過剰発現体を作出し, 果実内 GABA 含量への影響を調査
した. 続いて第 2 章では, トマト果実における GABA の生理機能を探求するため, 第 1 
章で作出した GABA の蓄積量が変化した組換えトマトと非組換えトマトを用いて果実
内一次代謝物の比較解析を行った. 最後に第 3 章では, 第 1 章で得られた知見を活かし, 
























































Proline  Polyamine 
Succinyl-CoA
Fig. 1	 TCA 回路および GABA シャント代謝経路  
GABA シャントは, グルタミン酸脱炭酸酵素 (GAD), GABA アミノ基転移酵素 (GABA-T), コハ
ク酸セミアルデヒド脱水素酵素 (SSADH) の 3 つの酵素が触媒する反応から構成され, TCA 回
路の2ステップ (α-ケトグルタル酸からコハク酸への酸化反応) をバイパスする経路となってい
る. コハク酸セミアルデヒド (SSA) の代謝には GABA シャントとは異なる経路も存在するこ
とが示唆されており, その経路において SSA は SSA 還元酵素 (SSR) による触媒を受け, γ-ヒド













第 1 章  
 
 
トマト果実におけるグルタミン酸脱炭酸酵素の機能解析   
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1-1	 緒言  
	 先行研究においてトマトのモデル品種 ‘Micro-Tom’ の果実から GABA 代謝関連遺伝
子として 3 つの GAD 遺伝子ホモログ（SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3）, 3 つの GABA-TP 遺
伝子ホモログ（SlGABA-T1, SlGABA-T2, SlGABA-T3）, 1 つの SSADH 遺伝子ホモログ
（SlSSADH）が単離され, 果実発達段階別にこれらの遺伝子発現量と GABA 含量が解析
された. その結果, SlGAD2 および SlGAD3 の発現時期が果実内 GABA 含量の増加する時
期と一致していることが明らかとなった（Akihiro et al. 2008）. また, 先行研究において
GABA 高含有品種 ‘DG03-9’ が選抜され（Saito et al. 2008b）, 通常の GABA 蓄積を示す 
‘Micro-Tom’ との比較解析が行われた（Akihiro et al. 2008）. その結果, ’DG03-9’ は 
‘Micro-Tom’ と比較して, 赤熟期における GABA の減少率が低く, 高い GAD 活性を維
持すること, ’DG03-9’ および ‘Micro-Tom’ の GABA含量はいずれも SlGAD2と SlGAD3
の遺伝子発現と正の相関があることが明らかとなった（Akihiro et al. 2008）. これらの
結果から, トマト果実における GABA の生合成には他の生物種と同様に GAD の酵素活
性が重要な役割を果たしており, トマトに存在する複数の GAD アイソフォームの中で
も SlGAD2 および SlGAD3 が主要に働くのではないかという仮説が浮上した. そこで本
研究では, これらの仮説を実験的に証明するため, トマト果実から単離された 3 つの
GAD 遺伝子ホモログ（SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3）についてそれぞれ発現抑制体を作出
し, 各 SlGAD 遺伝子の発現制御が果実内 GABA 含量にどのような影響を及ぼすかを調
査した. また, SlGAD3 に関しては過剰発現体も作出し, 同様の解析を行った.  
 
1-2	 材料および方法  
1-2-1	 供試植物  
供試植物はトマト（Solanum lycopersicum L.）のモデル品種 ‘Micro-Tom’（トマト
National Bioresourse Project, NBRP より分譲）を用いた． 
 








SlGAD遺伝子間で比較的相同性が高い（>76% nucleotide identity）ORF配列を用いた. こ
の際, テンプレートにはSlGAD2のcDNA配列を用いた（Fig. 2）. 続いて，トマト果実由
来のcDNAをテンプレートとし，設定した各標的DNA配列を増幅させるためのPCRを行
った．PCRの組成はKOD-plus（TOYOBO）1 µl, 10×buffer （TOYOBO） 5 µl, 2 mM each 
dNTPs 5 µl, 25 mM MgSO4 2 µl, 10 µM Forward primer 5 µl, 10 µM Reverse primer 5 µl, 超
純水25 µl, 10倍希釈したcDNA 2 µlの計50 µlとし, 反応条件は98°C; 2分の後, 98°C; 15秒, 
53-68°C; 30秒, 68°C; 30秒を35サイクル行い, 最後に68°C; 10分の反応を行った. このと
き使用したcDNAは，標的となるSlGAD遺伝子が発現する時期の ‘Micro-Tom’ の果実か
ら合成されたもので，SlGAD1の増幅には赤熟果実（開花後43-45日），SlGAD2，SlGAD3
の増幅には緑熟果実（開花後25-27日）を使用した．cDNAは果実からRNeasy Plant Mini 






Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用いて確認した. シ
ークエンス反応にはpCR8/GW/TOPOベクターの配列をプライマーに用いた. 反応組成
は5×Sequence Buffer 3.7 µl, 10 µM Primer 0.5 µl, Big Dye 0.5 µl, プラスミド（150ng）に超
純水を加えて計20 µlとし, 反応条件は96°C; 2分の後, 96°C; 10秒, 50°C; 5秒, 60°C; 4分を
35サイクル行った. シークエンス反応後の反応液はエタノール沈殿により精製を行い, 
ABI3130（Applied Biosystems）を用いて塩基配列の確認を行った． 
	 続いて, GATEWAY Cloning技術を利用して各RNAi標的配列を, エントリーベクター
から植物形質転換用バイナリーベクターであるpANDA35HK vector（Miki and Shimamoto 
2004），あるいはpBI-sense, antisense-GW（Inplanta innovations）にLR反応により導入し
た（Fig. 3A）. pANDA35HK vectorおよびpBI-sense, antisense-GWは, いずれもカリフラワ
ーモザイクウイルス（CaMV）35Sプロモーター制御下で標的遺伝子由来の短いヘアピ
ンRNAを発現するRNAi用のベクターである. LR反応にはLR Clonase® II Enzyme Mix
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（Invitrogen）を用いた. 反応組成はpCR8/GW/TOPO ベクター 150 ng, pANDA35HK 
vector あるいはpBI-sense, antisense-GW 150 ng, LR Clonase® II Enzyme Mix 1 µlに1×TEを
加えて計9 µl とし, 25°Cで9時間反応させた. その後, 反応液にProteinase K（Invitrogen）




1-2-3	 SlGAD3 過剰発現コンストラクトの構築  
SlGAD3に関してはCaMV35Sプロモーターを用いた過剰発現コンストラクトの作製も
行った（以下, 35S-SlGAD3-NOSOXと表記する）. まず, Table 1に示した遺伝子特異的なプ
ライマーとトマト果実由来のcDNAをテンプレートに用いて, SlGAD3のコーディング配
列（CDS）をPCRにより増幅した. PCRの組成はKOD-plus（TOYOBO）1 µl, 10×buffer
（TOYOBO）5 µl, 2 mM each dNTPs 5 µl, 25 mM MgSO4 2 µl, 10 µM Forward primer 5 µl, 10 
µM Reverse primer 5 µl, 超純水 25 µl, 10倍希釈したcDNA 2 µlの計50 µlとし, 反応条件
は98°C; 2分の後, 98°C; 15秒, 59°C; 30秒, 68°C; 30秒を35サイクル行い, 最後に68°C; 10







	 続いて, GATEWAY Cloning技術を利用してSlGAD3のCDSを, エントリーベクターか
ら植物形質転換用バイナリーベクターであるpBI-OX-GW（Inplanta inovatios）にLR反応




1-2-4	 アグロバクテリウム法によるトマトへの形質転換  
トマトへの形質転換はアグロバクテリウム法を用いた．当研究室のトマトの高効率形
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質転換プロトコール（Sun et al. 2006）に準拠して行った． 
 
1-2-4-1	 無菌播種 
‘Micro-Tom’ の種子を 5 cm 四方のガーゼに 100 粒ずつ包み，針金で留め，50 ml コー
ニングチューブ内で 10 倍希釈した花王キッチンハイター（次亜塩素酸ナトリウム系の
洗浄剤）に 30 分間浸し種子を表面殺菌した．その後，種子を滅菌水で 3 回すすぎ，3
回目の滅菌水の中で，発芽をそろえるために一晩吸水させた．表面殺菌された種子の水
分を滅菌したキムタオルで取り除き，播種用 MS 固形培地 [MS 培地，3% スクロース，
0.3% ゲランガム， pH 5.8] に播種した．播種した種子は 25°C，16 時間日長の培養室





µl を，カナマイシン 100 mg/l の濃度になるように調製した LB 液体培地 2 ml に植菌し，
暗黒下で 28°C，24 時間振とう培養した．培養液を 5000 rpm で 5 分間遠心して集菌した
後, 上澄みを捨て，1 ml の液体 MS 培地で再懸濁した．この懸濁液を, 10 µM アセトシ




無菌播種したトマトの子葉の端を 2 mm ほど切り取った後，子葉 1 枚につき 2 枚の切
片を得られるよう，葉脈の垂直方向にすばやく切断し，アグロバクテリウム感染液に浸




な感染液を念入りに除いた．その後，共存培地 [MS 培地，3% スクロース，0.3% ゲラ







の向軸側が上になるように切片をカルス誘導培地 [MS 培地，3% スクロース，0.3% ゲ
ランガム，ゼアチン 1.5 mg/l，オーグメンチン 375 mg/l，カナマイシン 100 mg/l，pH 5.8] 
に移植した．切片の切り口からカルスが形成され，0.5-1 cm 四方の大きさに成長するま
で 2 週間おきに培地を新しいものと交換した． 
 
1-2-4-6	 シュート誘導 
カルスが 0.5-1 cm 四方の大きさまで成長したら，ゼアチンの濃度を下げたシュート誘
導培地 [MS 培地，3% スクロース，0.3% ゲランガム，ゼアチン 1.0 mg/l，オーグメン
チン 375 mg/l，カナマイシン 100 mg/l，pH 5.8] に移動した．このとき，カルスから子
葉切片をメスで切り離した．培地は 2 週間おきに新しいものと交換した． 
 
1-2-4-7	 発根選抜 
カルスから 1-2 cm のシュートが伸びてきたら，カルスを持ち込まないようにシュー
トのみをメスで切り出し，シュートを発根選抜培地 [1/2 MS 培地，3% スクロース，0.3% 





キューブ（Grodan）に移植後，栽培室にて 25°C，16 時間明期（60.0 µmol m-2 s-1）で水
耕栽培により育成した．初めのうちは湿度を急激に下げないよう植物体にビニール袋を
かぶせ，穴を開けながら 3–5 日かけてゆっくりと順化させた．水耕栽培溶液として，大
塚ハウス A 処方 [大塚 1 号 1.5 g/l，大塚 2 号 1 g/l ]（大塚化学）を用い，電気伝導度
（EC）を 1.5 dS/m に設定した培養液を使用した． 
 
1-2-5  フローサイトメーターを用いた倍数性の確認  
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倍数性の確認には核の抽出・染色キット Partec CyStain UV precise P ならびにフィル
ターPartec 50 µm CellTrics disposable filter，フローサイトメーターはプロイディーアナ
ライザーPA 型（すべて Partec 社）を用いた． 
 
1-2-5-1	 サンプルの調製 
0.5 cm 角のトマト本葉切片を準備し，葉が浸るように Extraction Buffer 400 µl を滴下
した．次にカミソリを用いて葉切片を細かく切断し，1-5 分間インキュベートすること
で裸核の抽出を行った．抽出液は，葉断片を除くためフィルターで濾過し，試験管に集
















1-2-6-1	 トマトゲノム DNA の抽出 
ゲノム DNA の抽出には Maxwell 16 DNA Purification Kits（Promega）を用いた．WT
と形質転換体の若葉約 100-200 mg を 2 ml のエッペンドルフチューブに入れ，液体窒素
で凍結させた後，マイクロペッスルを用いてチューブ内で葉をよく粉砕した．Kit 内の
Lysis Buffer が入ったカートリッジに粉砕した葉を入れ，カートリッジを Maxwell 16 に





葉から抽出したゲノム DNA 10 µg を制限酵素 EcoR I（ TOYOBO，50 units/µl ）によ
り消化した．反応液の組成はゲノム DNA 10 µg, EcoR I 5 µl, 10×M buffer 30 µl に超純水
を加えて計 300 µl とし, 37°C で 12 時間制限酵素処理を行った． 
反応後，制限酵素の除去とゲノム DNA の濃縮を目的として精製を行った．まず, 反
応液にイソプロパノール 300 µl を加え，静かに混和した後，-30°C で 20 分以上静置し
た．その後，15000 rpm，4°C で 20 分間遠心を行い，上清を捨てた．そこに，70%エタ
ノール 700 µl を加え，よく混和し，15000 rpm，4°C で 10 分間遠心を行った．遠心分離
後，沈殿を残して上清を除去し，70 %エタノールがなくなるまで室温で乾燥させた後，
沈殿を超純水 15 µl に溶解した． 
 
1-2-6-3	 ゲノム DNA のトランスファー 
EcoR I で消化したゲノム DNA 15 µl を 5×Loading Buffer（TOYOBO）5 µl と混和し， 
0.8 %アガロースゲルと泳動バッファー1×TAE 溶液を用い，全量を 50 V で約 3 時間電
気泳動した．泳動後のゲルは，エチジウムブロマイドで染色し，泳動像を確認した． 
続いて, ゲルを 0.25 M HCl 溶液に浸し，10 分間振とうすることで，加水分解反応を
行った．このとき，Loading Buffer のブロムフェノールブルーの青色が完全に黄色に変
わったことを確認した．ゲルを超純水で軽くすすいだ後，変性溶液 [0.5 M NaOH, 1.5 M 
NaCl] に浸して振とうを行った．ブロムフェノールブルーが再び青色に戻ったことを確
認したら変性溶液を捨て，ゲルを超純水ですすぎ，トランスファーに移った． 
トランスファーはダウンワード法（Chomczynski 1992）により行った．厚さ 5-6 cm に
なるようキッチンペーパーを重ね， その上に 20×SSC に浸した濾紙（11×10 cm）2 枚，
メンブレン Amersham Hybond-N+（GE Healthcare, 11× 10 cm），ゲル，20×SSC に浸した
濾紙（11×10 cm）2 枚, スチロール樹脂トレー中の 20×SSC に片端が浸る長さの大きな
濾紙（40×11 cm）を順に重ねた．その上に，重り（約 300 g ）を乗せ，2 時間トランス
ファーを行った．トランスファーされたメンブレンを 5×SSC で軽く洗浄した後，UV 




NPTII 遺伝子を検出するための標識プローブの作製を行った．PCR DIG Probe 
Synthesis Kit （Roche） を用いて PCR を行い，DIG ラベルされたプローブを作製した．
テンプレートには RNAi-SlGADall のプラスミド DNA（pBI-sense, antisense-GW）を用い，
プライマーには NPTII 遺伝子の全長を増幅するプライマーセットを用いた（Table 1）． 
PCR の組成は PCR DIG probe synthesis mix 5 µl, 10×PCR buffer 5 µl, 10 µM Forward primer 
2.5 µl, 10 µM Reverse primer 2.5 µl, Enzyme mix 0.75 µl, プラスミド DNA（100 ng/µl）1 µl, 
超純水 33.2 µl の計 50 µl とし, 反応条件は 95°C; 7 分の後, 95°C; 30 秒, 56°C; 30 秒, 72°C; 
1 分 30 秒を 35 サイクル行い, 最後に 72°C; 7 分の反応を行った. PCR 産物 20 µl を新し
い PCR チューブに移し, 100°C で 10 分間熱変性させた後，素早く氷入りの 100 % エタ
ノールで急冷した．冷却後，High SDS バッファー [7%（w/v）SDS（sodium dodecyl sulfate）, 
50%（v/v）ホルムアミド, 5×SSC, 50 mM sodium phosphate，2%（w/v）Blocking reagent




あらかじめ 60°Cに温めておいたHigh SDSバッファー [7%（w/v）SDS（sodium dodecyl 
sulfate）, 50%（v/v）ホルムアミド, 5×SSC, 50 mM sodium phosphate, 2%（w/v）Blocking 
reagent（Roche）, 0.1 %（w/v）N-laurylsacrosine] にメンブレンを浸し，45°C で 30 分間
振とうすることでプレハイブリダイゼーションを行った．振とう後，NPTII プローブを
含むハイブリダイゼーションバッファーにメンブレンを浸し，45°C で 14 時間，再び振
とうした． 
 
1-2-6-6	 抗 DIG 抗体によるブロッティング 
ハイブリダイゼーションしたメンブレンを，2×洗浄バッファー [2×SSC, 0.1%（w/v）
SDS] に浸し，37°C で 15 分間，2 回振とうした．さらに，0.1×洗浄バッファー [0.1×SSC, 
0.1%（w/v）SDS] にメンブレンを浸し，65°C で 20 分間，2 回振とうした． 
ブロッキング溶液 [10%（w/v）Blocking reagent] とバッファー1 [0.15 M NaCl, 0.1 M 
Maleic acid, 7.5 g/l NaOH, pH 7.5] を 1:4 で混合したバッファー2 にメンブレンを浸し，
37°C で 2 時間振とうした．続いて，抗 DIG-アルカリ脱リン酸化酵素（Roche）をバッ
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ファー2 で 1 万倍希釈した抗体溶液中で 37°C，30 分間メンブレンを振とうした． 
 
1-2-6-7	 シグナルの検出 
ブロッティングしたメンブレンを，0.3%の Tween 20 を含むバッファー1 に浸し，20
分間振とうした．洗浄後，メンブレンをバッファー3 [0.1 M Tris, 0.1 M NaCl, pH 9.5] に
なじませた．バッファー3 からメンブレンを出し，CDP-Star Detection Reagent（Roche）
を 1%含む 1 ml のバッファー3 をメンブレンの表面に添加し，乾燥させないようにして
5 分間放置した．メンブレンの余分な液をキムタオルの上で除き，乾燥させた後，イメ
ージアナライザーLAS 4000 mini（FUJIFILM）を用いてシグナルの検出を行った． 
 
1-2-7	 定量的 RT-PCR による果実内 SlGAD 遺伝子群の発現解析  
作出した形質転換体から緑熟果実（開花後25-27日）と赤熟果実（開花後43-45日）を
サンプリングし，SlGAD 遺伝子群の発現解析を行った．液体窒素を用いて凍結粉砕し
た果実から，RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いてTotal RNAを抽出した．抽出の
過程ではRNase-Free DNase Set（QIAGEN）によるDNAの分解処理も行った．その後, 抽
出したTotal RNA 1 µgとSuperScript VILO cDNA Synthesis Kit（Invitrogen）を用いてcDNA
の合成を行った．cDNA合成方法はキット添付のプロトコールに従った．合成したcDNA
を10倍希釈し，これを発現解析のテンプレートとして用いた． 
SlGAD 遺伝子群の発現量の定量にはThermal Cycler Dice® Real Time System（TaKaRa）
と，SYBR® Premix Ex Taq™ II（TaKaRa）を用いた．また, 3つのSlGAD遺伝子に対する
遺伝子特異的プライマーを，増幅領域が100-200 bpの長さになるように設計した．プラ
イマーの特異性はPCR増幅産物をシークエンスすることにより確認した．  
検量線作成のため，‘Micro-Tom’ の WT 果実から合成した cDNA の希釈系列（5，10，
100，1000，10000 倍に段階希釈したもの）をスタンダード区として，未知サンプルと
ともに qRT-PCR を行った．反応液調製，反応，検出はスタンダード区を 2 反復，未知
サンプル区を 3 反復行った．プライマーは，設計した SlGAD 遺伝子特異的プライマー
と，内部標準として，SlUbiquitin 遺伝子（accession no. X58253）の一部を特異的に増幅
するプライマーセットを用いた（Table 1）．qRT-PCR の組成は 2×SYBR® Premix Ex Taq™ 
II 10 µl, 10 µM Forward primer 0.4 µl, 10 µM Reverse primer 0.4 µl, 10 倍希釈した cDNA 1 
µl, 超純水 8.2 µl の計 20 µl とし, 反応条件は 95°C; 10 秒の後, 95°C; 5 秒, 54°C; 30 秒を
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40 サイクル行った.  
解析方法は相対定量の検量線法を用いた．スタンダード区をテンプレートとして
SlGAD 遺伝子プライマーと SlUbiquitin 遺伝子プライマーを用いて得られた増幅量をも
とに，それぞれ検量線を作成した．作成した SlGAD 遺伝子の検量線から，未知サンプ
ル区の SlGAD 遺伝子発現量を算出した．サンプル間の cDNA 濃度の補正は，SlUbiquitin 
遺伝子の検量線から算出した各サンプル SlUbiquitin 遺伝子の増幅量で補正した．未知サ
ンプルの SlGAD 遺伝子の増幅量は各未知サンプルの SlUbiquitin 遺伝子の増幅量で補正
した． 
 
1-2-8  果実内 GABA 含量の測定  
（1-2-7）と同じ果実サンプルを用い, 果実内 GABA 含量を測定した．まず, 凍結粉
砕したトマト果実 50 mgを 2 mlチューブに測りとり，直径 4.8 mmのビーズと 8 %（w/v）
のトリクロロ酢酸 500 µl を加え，TissueLyser（QIAGEN）を用いて 20/s で 1 分間混和
した．その後，15000 rpm，4°C で 20 分間遠心分離し，上清 300 µl を別の 1.5 ml チュー
ブに移した．そこに 400 µl のジエチルエーテルを加え，卓上ミキサーで 10 分間撹拌し
た後，15000 rpm，4°C で 10 分間遠心分離した．遠心分離後，上清を取り除き，再度 400 
µl のジエチルエーテルを加え，卓上ミキサーで 10 分間撹拌した．15000 rpm，4°C で
10 分間遠心分離し，上清を取り除いた後，ジエチルエーテルを完全に揮発させるため
ドラフト内で 1 時間静置した．抽出したアミノ酸は使用するまで-30°C で保存した． 
	 GABA 含量の測定は Jakoby（1962）の方法を参考に行った. 果実から抽出したアミノ
酸とスタンダード用の GABA の希釈系列 0，0.5，1，2，3，4，5，10，15，20 nmol/20 
µl を 20 µl ずつ 96 穴マイクロプレートにのせた．そこに 0.1 M ピロリン酸ナトリウム
（pH 9.0）142 µl，50 mM 2-メルカプトエタノール 4 µl，50 mM NADP 2 µl，60 mM α-
ケトグルタル酸 2 µl を加えた. Ultramark マイクロプレートリーダーを用いて 340 nm の
吸光度を測定し，これをバックグラウンドとした．続いて, 吸光度を測定したプレート
に 24 µl の 0.1 M ピロリン酸ナトリウム（pH 9.0）と 0.005 unit/µl に調製した GABase
（Sigma）1 µl を加え，37°C で 1 時間反応させた．反応後のプレートを再びマイクロプ
レートリーダーにセットし, 340 nm の吸光度を測定した. 反応前後の吸光度の差から
NADPHの増加量を算出した．さらに, スタンダードのGABA希釈系列におけるNADPH
の増加量から検量線を作成し，アミノ酸抽出液の GABA 含量を算出した． 
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1-2-9 葉における GABA およびグルタミン酸含量の測定  
	 22 日齢の植物体から葉をサンプリングし, 凍結粉砕後, （1-2-8）と同様の方法でアミ
ノ酸を抽出した. アミノ酸抽出液30 µlを1.5 mlチューブに移し, ロータリーエバポレー
タ （ーCVE3100, TOKYO RIKAKIKAI）を用いて濃縮・乾固を行った. その後, 超純水 300 
µl を加えて撹拌し, 再度,  ロータリーエバポレータ （ーCVE3100, TOKYO RIKAKIKAI）
を用いて濃縮・乾固を行った. この操作を 2度繰り返した後, 乾固したサンプルに 0.01 N 
HCl を 300 µl 加え, 溶出させた. ウルトラフリーMC 0.22 µm（MILLIPORE）にサンプ
ルを全量移し, 4°C, 5000×g の条件で溶液が落ち切るまで遠心した. 得られたろ液をアミ
ノ酸分析用の試料とし, 筑波大学分析センターのアミノ酸分析に委託した.   
 
1-2-10	 果実内 GAD 酵素活性の測定  
	 緑熟果実（開花後 25-27 日）をサンプリングし, 種子とゼリー組織を除去した後, 液
体窒素を用いて凍結粉砕した. 50 ml チューブに凍結粉砕した果実サンプル 1 g を測り
とり, あらかじめ氷上で冷やした抽出バッファー [50 mM Tris-HCl バッファ （ーpH 8.2）,  
3 mM dithiothreitol, 1.25 mM EDTA, 2.5 mM MgCl2, 10% glycerol, 6 mM 
3-[（3-cholamidopropyl）dimethylammonio]-1-propanesulphonate, 2% w/v polyvinylpyrrolidone, 
2 µg ml−1 pridoxal-5-phosphate, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride and 2.5 µg ml−1 
leupeptin, pepstatin（Clark et al. 2009b）] 5 ml を加え, ボルテックスを用いてよく撹拌し
た. その後, 4°C, 10000×g の条件で 15 分間遠心分離し, 上清を新しい 50 ml チューブに
回収した. 回収した上清を, 4°C, 10000×g の条件で再度 15 分間遠心分離した後, 上清を
アミコンウルトラ-4 （10 kDa, Millipore）に移して, 濃縮を行った. その後, PD-10（GE 
Healthcare）カラムを用いて脱塩処理を行い, 得られた溶出液を GAD の酵素反応に用い
る粗抽出タンパク質とした.  
	 GADの酵素活性はAkama and Takaiwa（2007）およびAkihiro et al.（2008）と同様, グ
ルタミン酸を基質に用いた際のGAD反応によるGABA生産量から算出した . まず , 
Bradford 法により粗抽出タンパク質の濃度を測定し, サンプル間で濃度が一定（0.4-0.6 
mg ml-1）になるよう, 超純水で希釈した. 続いて, 1.5 mlチューブに粗抽出タンパク質を
60 µlずつ移し, 氷上でGAD反応バッファー [100 mM bis-tris-HCl（pH 7.0）, 1mM DTT, 
5mM glutamate, 0.5mM pyridoxal-5-phosphate, 0.5mM CaCl2, 0.1M bovine calmodulin 
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（Sigma-Aldrich, Missouri）and 10% (v/v) glycerol] 240 µlを加えた. タッピングにより素
早く撹拌した後, 8連のPCRチューブに各サンプルの反応液を50 µlずつ回収し, サーマ
ルサイクラーを用いて99°C, 10分間の熱処理を行うことで酵素反応を停止させた. これ
を反応0時間のサンプルとし, -30°Cに保存した. 残りの反応液（250 µl分）はGAD反応を
進めるため, 30°Cで3時間インキュベートし, 反応0時間のサンプルと同様の熱処理を行
った後, -30°Cに保存した. その後, （1-2-8）のGABase法を用い, 反応0時間, 3時間のサ
ンプル20 µlに含まれるGABA含量をそれぞれ定量することで, 時間（分）, タンパク質
（mg）当たりのGABA生産量（nmol）を求めた.  
 
1-2-11	  T1 世代におけるホモ , ヘテロ , アザイガス個体の選抜  
T0 世代において 1 コピーの導入遺伝子を保持する個体を自殖すると, T1 世代では遺
伝学的に分離し，導入遺伝子をホモに持つ個体, ヘテロに持つ個体, 抜け落ちた個体（ア





1-2-11-1 ゲノム DNA の抽出 
（1-2-6-1）と同様に，Maxwell 16 DNA Purification Kits（Promega）を用いて，トマト
の若葉からゲノム DNA を抽出した．抽出後は，分光光度計（NanoDrop 2000）を用い
てゲノム DNA の濃度を測定した． 
 
1-2-11-2 ゲノミックリアルタイム PCR 
ゲノミックリアルタイム PCR には（1-2-7）と同様，Thermal Cycler Dice® Real Time 
System（TaKaRa）と，SYBR® Premix Ex Taq™ II（TaKaRa）を用いた． 
検量線作成のため，導入遺伝子がホモ個体であることが既知の植物体から抽出したゲ
ノム DNA の希釈系列（1，2，5，10，20，100 倍に段階希釈）をスタンダード区とし
て未知サンプルとともに PCR を行った．反応液調製，反応，検出はスタンダード区，
未知サンプル区ともに 2 反復行った．プライマーは，NPTII 遺伝子の一部を増幅する
プライマーセットと，内部標準として，トマト内生遺伝子でゲノム中に 1 コピー存在
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することが知られている tomato ascorbate peroxidase，APX 遺伝子（GenBank acc. no. 
Y16773）の一部を増幅するプライマーセットを用いた（Table 1）．qRT-PCR の組成は
2×SYBR® Premix Ex Taq™ II 10 µl, 10 µM Forward primer 0.4 µl, 10 µM Reverse primer 0.4 
µl, 10 倍希釈した cDNA 1 µl, 超純水 8.2 µl の計 20 µl とし, 反応条件は 95°C; 10 秒の後, 
95°C; 5 秒, 60°C; 30 秒を 40 サイクル行った.  
解析方法は相対定量の検量線法を用いた．スタンダード区をテンプレートとして
NPTII 遺伝子プライマーと APX 遺伝子プライマーを用いて得られた増幅量をもとに，
それぞれ検量線を作成した．作成した NPTII 遺伝子の検量線から，未知サンプル区の 
NPTII 遺伝子の増幅量を算出した．サンプル間のゲノム DNA 濃度の補正には，APX 遺
伝子の検量線から算出した各未知サンプルの APX 遺伝子の増幅量で補正した．未知サ
ンプルの NPTII 遺伝子の増幅量は各未知サンプルの APX 遺伝子の増幅量で補正した．
さらに，APX 遺伝子の増幅量を 1 としてゲノム DNA 量を補正し，NPTII 遺伝子の増




1-2-12	 T2 あるいは T3 世代における植物体の栽培条件  
	 プラスチックシャーレにペーパータオルを敷きつめ，蒸留水で充分に湿らせた上に種
子を置いた．子葉が展開したら 5×5×5 cm のロックウールキューブ（Grodan）に移植し, 
植物工場の苗テラス（太洋興業）にて明期 25°C /暗期 20°C，16 時間明期（450 µmol m-2 
s-1），CO2 濃度 600 ppm 条件で水耕栽培により育成した．灌水は 1 日 1 回とし，明期開
始の午前 8 時に ebb and flow 方式の底面給水で液肥を与えた．液肥には大塚ハウス A 処
方 [大塚 1 号 1.5 g/l，大塚 2 号 1 g/l ]（大塚化学）を用い，電気伝導度（EC）は 1.5 dS/m
に設定した. 
 
1-3	 結果  
1-3-1	 SlGAD 遺伝子発現抑制形質転換体の作出  
	 SlGAD 遺伝子の発現がトマト果実における GABA の生合成にどの程度寄与している
かを調査するため, RNAi 法を用いて SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の発現を特異的に抑制す
る形質転換体（RNAi-SlGAD1，-SlGAD2，-SlGAD3）と 3 つの SlGAD 遺伝子の発現を同
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時に抑制する形質転換体（RNAi-SlGADall）の作出を試みた. トマトの形質転換にはア
グロバクテリウム法を用い, 各コンストラクトに関して約 500 の子葉切片を供試した. 
抗生物質のカナマイシンを含む選抜培地において再分化した植物体を形質転換体の候
補とし, その中から二倍体の個体のみを選抜した. さらに, NPTII遺伝子特異的プローブ
を用いてサザンブロット解析を行い, 導入遺伝子のコピー数を調査した. その結果, 
RNAi-SlGAD1 に関しては 8 系統（2, 5, 6, 7, 8, 11, 13, 14）, RNAi-SlGAD2 に関しては 4 系
統（3, 7, 10, 11）, RNAi-SlGAD3 に関しては 7 系統（2, 4, 5, 6, 8, 10, 15）, RNAi-SlGADall
に関しては 4 系統（1, 5, 7, 8）が導入遺伝子を 1 コピー保持していることが確認された
（Fig. 4）. 続いて, 各形質転換体について導入遺伝子の効果をおおまかに把握するため, 
T0世代の果実内GABA含量をGABase酵素アッセイにより測定した. 先行研究において
トマト果実内の GABA 含量は緑熟期に最大に達し, ブレーカーステージを境に急激に
減少することが報告されている（Rolin et al. 2000; Akihiro et al. 2008）. そこで, 本実験
では GABA が高蓄積する緑熟期の果実と GABA が減少した後の赤熟期の果実を供試し
た. まずRNAi-SlGAD1に関しては, 系統 14の赤熟果実においてWTの 2.8倍高いGABA
含量がみられたものの, 他の系統は緑熟果実, 赤熟果実ともに WT と比較して顕著な差
は見られなかった（Fig. 5A）. 一方, RNAi-SlGAD2, RNAi-SlGAD3, RNAi-SlGADall に関し
ては WT と比較して GABA 含量の減少傾向がみられた. 例えば, RNAi-SlGAD2 に関して
は 5系統においてGABA含量の低下がみられ, その含量は緑熟果実でWTの 37-59%, 赤
熟果実で WT の 23-72%であった（Fig. 5B）. また, 5 系統の RNAi-SlGAD3 および 4 系統
の RNAi-SlGADall ではさらに強い GABA 含量の低下がみられ, その含量は緑熟果実で
WT の 5-28%, 赤熟果実で WT の 7-36%であった（Fig. 5C, D）. これらの結果から, ト
マト果実において SlGAD2 および SlGAD3 の発現量と GABA 含量との間には関連性があ
ることが示唆された.  
	 そこで, T0 世代において果実内 GABA 含量の減少傾向がみられた RNAi-SlGAD2, 
RNAi-SlGAD3, RNAi-SlGADallに関しては, その傾向が導入遺伝子に起因するかを調査す
るため, 導入遺伝子を 1 コピー保持する独立系統を 2 または 3 系統ずつ自殖し, 得られ
た T2 あるいは T3 世代の個体を用いて再度解析を行った. 本実験では導入遺伝子の効果
を評価するため, 導入遺伝子をホモにもつ個体（HO）をコントロールのアザイガス（AZ）
個体（HO 個体と同じ T0植物に由来するが, 自殖により遺伝的に分離した結果, 導入遺
伝子が抜け落ちた個体）または WT と比較した. まず, 定量的 RT-PCR（qRT-PCR）に
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より, 各系統において RNAi 標的遺伝子の発現が抑制されているかを調査した. サンプ
ルには T0世代と同様, 緑熟果実および赤熟果実を用い, WT の緑熟果実における発現量
を 1としたときの相対値を算出した. T2世代の RNAi-SlGAD2では, RNAiの標的となった
SlGAD2 の発現が 2 系統の HO 個体（3-HO, 8-HO）においてコントロールの WT や AZ
と比較して有意に抑制されていることが確認された . その値は緑熟果実で WT の
14-25%, 赤熟果実では 22-32%程であった（Fig. 6A, C）. 一方, 各 HO 個体に対応する
AZ 個体（3-AZ, 8-AZ）は緑熟果実で WT の 70-110%, 赤熟果実では WT の 98-129%と, WT
と同程度の発現量を示した（Fig. 6A, C）. 続いて, 同じ果実サンプルを用いて GABA 含
量の測定を行った. T2世代 RNAi-SlGAD2 の HO 個体における果実内 GABA 含量は WT
よりも有意に低い結果となり, その含量は緑熟果実で WT の 50-81%, 赤熟果実では WT
の 25-61%程であった（Fig. 6B, D）. 系統 3-AZ では緑熟果実, 赤熟果実ともに WT より
も有意に低い GABA 含量を示したが, 対応する HO 個体（3-HO）と比較するとその含
量は依然として高かった.  
	 同様の実験を T2 世代の RNAi-SlGAD3 と T3 世代の RNAi-SlGADall について行った. 
RNAi-SlGAD3 に関しては, RNAi の標的となった SlGAD3 の発現量が 2 系統の HO 個体
（5-HO, 8-HO）で顕著に抑制された. その値は緑熟果実で WT の 4-6%, 赤熟果実では
WT の 8-23%であった（Fig. 7A, C）. 一方, 対応する AZ 個体の SlGAD3 の発現量は緑熟
果実, 赤熟果実いずれにおいても WT と同程度であった. 果実内 GABA 含量は SlGAD3
の発現量と強い相関がみられ, 2 系統の HO 個体（5-HO, 8-HO）の GABA 含量は WT よ
りも有意に低くなった. その含量は緑熟果実で WT の 8-10%, 赤熟果実では WT の 8-9%
であった（Fig. 7B, D）. 一方, AZ 個体では SlGAD3 の発現と同様, 緑熟果実, 赤熟果実
いずれにおいても WT と同程度か, 対応する HO 個体よりも高い GABA 含量を示した
（Fig. 7B, D）. RNAi-SlGADall に関しては 3 つの SlGAD 遺伝子の発現が 3 系統の HO 個
体（1-HO, 7-HO, 8-HO）において劇的に抑制されていた. 3 系統の HO 個体の緑熟果実に
おける SlGAD1 の発現量は WT の 2-5%, SlGAD2 の発現量は WT の 3-5%, SlGAD3 の発現
量は WT の 5-12%であった（Fig. 8A）. 同様に, 赤熟果実における SlGAD1, SlGAD2, 
SlGAD3 の発現量はそれぞれ WT の 13-25%, 5-8%, 8-23%であった（Fig. 8C）. 一方, AZ
個体における 3 つの SlGAD 遺伝子の発現量は緑熟果実, 赤熟果実いずれにおいても WT
と同程度であるか, 対応する HO 個体よりも高い値であった. また, 3 系統の HO 個体で
は果実内 GABA 含量も強く抑制されており, その含量は緑熟果実で WT の 5-10%, 赤熟
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果実では WT の 3-9%を示した（Fig. 8B, D）. 一方, AZ 個体の GABA 含量は WT と同程
度であるか, 対応する HO 個体よりも高い値であった.  
	 続いて, RNAi-SlGAD2, RNAi-SlGAD3 および RNAi-SlGADall の緑熟果実を用いて GAD
活性の測定を行った. その結果, RNAi-SlGADall の HO 個体では WT や AZ 個体と比較し
て GAD 活性の強い抑制がみられた（Fig. 9A）. また, RNAi-SlGAD2 の HO 個体において
も GAD 活性の低下がみられ, その傾向は系統 3-HO において特に顕著であった（WT の
2.7%, Fig. 9B）. また, RNAi-SlGAD3 に関しては RNAi-SlGAD2 ほどの強い抑制はみられ
なかったものの, HO 個体において WT や AZ 個体よりも低い GAD 活性がみられた（Fig. 
9C）.  
	 以上の結果をまとめると , T0 世代で果実内 GABA 含量の減少傾向がみられた
RNAi-SlGAD2, RNAi-SlGAD3, RNAi-SlGADall では, 後代の解析において, いずれも導入
遺伝子を保持しないコントロール（WT または AZ）と比較して, 導入遺伝子を保持す
るHO個体ではRNAi標的遺伝子の発現抑制とGAD活性, GABA含量の低下がみられた. 
このことから, RNAi-SlGAD2, RNAi-SlGAD3, RNAi-SlGADall で生じた GABA 含量の低下
は SlGAD遺伝子の効果的な発現抑制とそれに付随するGAD活性の低下に起因すること
が示唆された. また, RNAi-SlGAD1 に関しては T0世代の赤熟果実 （WT で SlGAD1 が発
現する時期）において SlGAD1 の発現抑制が確認されたものの, GABA 含量との間に正
の相関はみられなかった（Fig. 10）. そのため, RNAi-SlGAD1 に関しては後代での解析
は実施しなかった.  
 
1-3-2	 SlGAD3 過剰発現形質転換体の作出  
	 （1-3-1）の RNAi 実験において, RNAi-SlGAD2, RNAi-SlGAD3, RNAi-SlGADall 個体では
果実内 GABA 含量が WT よりも有意に減少する傾向がみられた . その中でも
RNAi-SlGAD3 は 3 つの SlGAD 遺伝子の発現を全て抑制した RNAi-SlGADall と同等の
GABA 含量の減少がみられたことから, トマト果実における GABA 蓄積には SlGAD3 の
発現量が大きく寄与しているのではないかと考えた . そこで , トマト果実における
SlGAD3 発現の重要性をさらに評価するため, SlGAD3 に関しては CaMV 35S プロモータ
ーを用いた過剰発現体の作出を行った. トマトへの形質転換は（1-3-1）と同様, アグロ
バクテリウム法を用いて行い, 二倍体である形質転換体候補を 11 系統選抜した. その
後, NPTII プローブを用いてサザンブロット解析を行った結果, 5 系統（5, 6, 7, 10, 11）が
 25 
導入遺伝子を 1 コピー保持する個体であることが明らかとなった（Fig. 11）. T0世代の
解析において, 系統 6 と系統 7 で比較的高い果実内 GABA 含量がみられたため（緑熟果
実, 赤熟果実において WT の 1.5-2 倍の含量; data not shown）, この 2 系統に関しては自
殖を行い, T2 世代において再度解析を行った. 本実験においても導入遺伝子の効果を評
価するため, 導入遺伝子を保持する HO 個体と導入遺伝子を保持しないコントロール
（AZ, WT）個体で比較を行った. また, 果実サンプルには緑熟果実と赤熟果実を供試し
た. まず, SlGAD3 の発現量を測定した結果, 2 系統の HO 個体（6-HO, 7-HO）では WT
と比較して有意に発現量が増加しており, その値は緑熟果実で WT の 20−38 倍, Red 果
実では WT の 203-280 倍であった（Fig. 12A, C）. 一方, AZ 個体の SlGAD3 発現量は WT
と同程度であった. また, 2 系統の HO 個体の GABA 含量は SlGAD3 の発現量と相関する
ように有意に増加しており, その値は緑熟果実で WT の 2.7-3.3 倍, 赤熟果実では WT の
4.0-5.2 倍であった（Fig. 12B, D）. 一方, AZ 個体の GABA 含量は緑熟果実, 赤熟果実と
もに WT と同程度であった. 以上の結果より, トマト果実において SlGAD3 の発現量と
GABA 含量との間には強い相関がみられることが示唆された.  
 
1-3-3	  SlGAD 遺伝子発現抑制体および SlGAD3 過剰発現体の形質調査  
	 （1-3-1）の SlGAD RNAi 実験および（1-3-2）の SlGAD3 過剰発現実験において GABA
含量の異なる組換えトマトが複数系統得られた. 果実内 GABA 含量が最も低下した
RNAi-SlGADall と果実内 GABA 含量が増加した 35S-SlGAD3-NOSOX に関しては葉にお
ける GABA 含量の定量も行った. その結果, 葉においても果実と同様, RNAi-SlGADall
のHO個体ではGABA含量の著しい減少がみられ（Fig. 13A）, 反対に 35S-SlGAD3-NOSOX 
では GABA 含量の増加がみられた（Fig. 13B）. しかしながら, いずれの系統において
も植物体や果実の発達には大きな異常がみられなかった（Figs. 14, 15）. RNAi-SlGADall
の HO 個体, AZ 個体, WT についてそれぞれ到花日数, 草丈, 葉枚数, 果実重を調査した
ところ, 全ての測定項目においていくつかの HO 個体で WT と有意差が認められたもの
の（Table 2） , いずれも 3 系統の HO 個体で共通するものではなかった . また , 
35S-SlGAD3-NOSOX に関しても同様の調査を行った結果 , 草丈 , 葉枚数に関しては
6-HO 個体で WT と有意差がみられたが, 7-HO では有意差は認められなかった（Table 3）. 
一方, 到花日数は 2 系統の HO 個体において WT と有意差がみられたが,  6-HO に関し
ては, 対応する AZ 個体（6-AZ）との間には有意差は認められなかった.  
 26 
 
1-4	 考察  
	 様々な生物種において GAD は GABA 生合成の鍵酵素であると考えられている
（Akbarian and Huang 2006; Bouche and Fromm 2004a; Komatsuzaki et al. 2008）. 筆者の所
属研究室では先行研究において, トマト ‘Micro-Tom’ の果実から 3 つの GAD 遺伝子ホ
モログ（SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3）を単離しており, その中でも SlGAD2 および SlGAD3
の発現パターンが果実発達過程でみられる GABA 含量の増加時期と一致することを明
らかにしている（Akihiro et al. 2008）. 本章では, 先行研究において単離された 3 つの
SlGAD 遺伝子が, 実際にトマト果実内で GABA の生合成に関与しているかを調査する
ことを目的とし, RNAi 法を用いて各 SlGAD 遺伝子の発現を個別に抑制する形質転換体
（RNAi-SlGAD1，-SlGAD2，-SlGAD3）と, 3 つの SlGAD 遺伝子全ての発現を同時に抑制
する形質転換体（RNAi-SlGADall）を作出した. その結果, RNAi-SlGADall の果実では, 3
つの SlGAD 遺伝子の発現がコントロール（WT, AZ）の果実と比較して有意に抑制され
ており, それに付随して GABA 含量も WT の 10%以下にまで著しく減少した（Fig. 8）. 
このことから, トマト果実におけるGABAの生合成は他の生物種と同様, GAD酵素によ
るグルタミン酸の脱炭酸反応が主要な経路であると考えられた. また, 果実内GABA含
量の減少傾向は RNAi-SlGAD2 と RNAi-SlGAD3 においても認められ（Figs. 6, 7）, 特に
RNAi-SlGAD3 では RNAi-SlGADall と同程度の強い減少がみられた（Figs. 7, 8）. これら
の結果から, トマト果実における GABA の生合成には SlGAD2 と SlGAD3 が主要に働い
ている可能性が示唆された. また, 緑熟果実における GAD 活性は RNAi-SlGAD3 よりも
RNAi-SlGAD2において強い抑制がみられたにも関わらず, GABA含量はRNAi-SlGAD2よ
りも RNAi-SlGAD3 において顕著に減少した（Figs. 6, 7, 9）. このことから, 果実内 GABA
含量は GAD 活性よりも SlGAD 遺伝子の発現量と強く相関することが示唆された.  
	 SlGAD3発現量と果実内GABA含量との強い相関関係は, SlGAD3の過剰発現体におい
ても観察され, SlGAD3 の発現増加に伴って果実内 GABA 含量が WT の 2.7-5.2 倍に有意
に増加した（Fig. 12）. このことから, SlGAD3 の発現は果実内 GABA 含量に大きな影響
を及ぼす重要な律速因子であることが示唆された. 一方, SlGAD1 に関しては T0 世代の
RNAi-SlGAD1 個体において, WT と比較して顕著な差は見られず（Fig. 5）, SlGAD1 の発
現量と GABA 含量との間に正の相関はみられなかった（Fig. 10）. 先行研究において, 
SlGAD1は果実内GABA含量が減少する成熟期に主要に発現することが明らかにされて
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いる（Akihiro et al. 2008）. これらを考慮すると, 通常の栽培条件では, トマト果実内の
GABA 生合成における SlGAD1 の貢献度は他の 2 つの SlGAD 遺伝子と比較すると低い
と考えられた.  
 
	 様々な植物種において, 細胞内に過剰な GABA が蓄積することにより植物体の生長
や発達に異常が生じることが報告されている. 例えば, C 末の伸長領域を切除した GAD
を過剰発現させたタバコやイネの研究例では, GABA の高蓄積化に伴い, 植物体の矮化, 
葉の白色化, 不稔などの形質が生じることが知られている（Baum et al. 1996；Akama and 
Takaiwa 2007）. また, シロイヌナズナのGABA-T欠損変異体ではGABAが高蓄積し, 花
粉管伸長に異常がみられるほか, 高濃度の外生 GABA にさらすことで主根や胚軸の細
胞伸長が阻害される（Palanivelu et al. 2013; Renault et al. 2011）. また, 筆者所属研究室
の先行研究において作出された SlGABA-T の RNAi 形質転換体では GABA 含量の増加と
共に, 矮化や不稔といった形質が観察された（Koike et al. 2013）. これらの知見は, 植
物において GABA の代謝, もしくは GABA 自体がある種の生理応答に関与しているこ
とを示している. 本章では果実と葉において GABA 含量が有意に減少（RNAi-SlGADall）
あるいは増加（35S-SlGAD3-NOSOX）した形質転換体を得ることができたため, これらの
系統の形質を解析することで, トマトにおける GABA の生理機能を明らかにする手が
かりが得られると考えた. しかしながら, これらの系統と非組換え体の植物体や果実の
形態には大きな差異がみられなかった（Fig. 14, 15）. 到花日数, 草丈, 葉枚数, 果実重
を調査した中で, RNAi-SlGADall ではいくつかの HO 個体で WT と有意差がみられたが
（Table 2）, いずれも 3 系統の HO 個体に共通してみられる変化ではなかった. 仮に
『GABA 含量の減少』がある表現型に影響を及ぼすのであれば, GABA 含量の減少が認
められた 3 系統の HO 個体全てにおいて, 共通して変化すると考えられる. そのため, 
今回数系統の HO 個体のみで認められた WT との有意差は, 『GABA 含量の減少』では
なく , 遺伝子組換えの際に生じた培養変異等の影響によると考えられた . また , 
35S-SlGAD3-NOSOX に関しても同様で, 系統 6-HO において草丈や葉枚数に WT と有意
差がみられたが, 系統 7-HO では有意差はみられなかった. 一方, 到花日数は 2 系統の
HO 個体（6-HO, 7-HO）に共通して WT よりも有意に遅れる傾向がみられた（Table 3） . 
しかしながら, 系統 6-HO に関しては対応する AZ 個体（6-AZ）においても WT と有意
差がみられ, 系統 6-HO と系統 6-AZ との間では有意差は認められなかった. 系統 6-AZ 
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は WT と同等の GABA 含量を示すことから, HO 個体でみられた開花日の遅れは『GABA
の増加』に起因するというよりは, 培養変異等の影響が大きいと考えられる. つまり, 
35S-SlGAD3-NOSOX において, 過剰に蓄積されたGABAは植物体と果実の発達にほとん
ど影響を及ぼさなかったと推察される. GABA を過剰蓄積させたイネやタバコ（Baum et 
al. 1996；Akama and Takaiwa 2007）とは異なる結果となった理由について以下の可能性
が考えられる. まず栄養器官に関しては, 35S-SlGAD3-NOSOX で増加した GABA 含量が
表現型の変化を引き起こすのに不十分であった可能性がある. 実際に, 葉の白色化がみ
られた組換えイネでは葉における GABA 含量が 29 µmol gFW-1 であったのに対し
（Akama and Takaiwa 2007）, 本研究で作出した 35S-SlGAD3-NOSOXでは 14 µmol gFW-1
と, 約半量であった（Fig. 13B）. 一方, 35S-SlGAD3-NOSOXの緑熟果実では 30–36 µmol 
gFW-1の GABA 蓄積がみられ（Fig. 12B）, この含量は先行研究でタバコやイネの栄養
器官（葉, 茎, 根）に異常を引き起こしたレベルを上回っていた（Akama and Takaiwa 
2007）. それにも関わらず 35S-SlGAD3-NOSOX の果実において異常が観察されなかった
のは, 器官によって GABA の蓄積能力に差があるためかもしれない. また, GABA レベ
ルに対する感受性が組織・器官により異なる可能性も除外できない. 非ストレス条件に
おいて, 栄養器官の GABA 含量は低いことが知られているが（Satya-Narayan and Nair 
1990）, トマト果実は発達過程で GABA 蓄積量を大幅に変動させる. そのため, トマト
果実には潜在的に高いGABA蓄積能力が備わっている可能性がある. また, 最近の研究
で, 液胞化が進んだトマト果実の中果皮細胞では GABA は主に液胞に貯蔵されるので
はないかという仮説が立てられ , 実際に液胞膜上でグルタミン酸 /アスパラギン酸
/GABA を輸送するトランスポータ （ーSlCAT9）が同定された（Snowden et al. 2015）. こ
のことから, 細胞質と液胞間の GABA の輸送能力や GABA の細胞内局在の違いが各器
官における GABA への感受性の違いに影響を及ぼしている可能性がある.  
 また, 先行研究において実施された SlGABA-T の機能解析では, SlGABA-T3 の発現が抑








いる 3 つの SlGABA-T アイソフォームは細胞内においてそれぞれミトコンドリア, 細胞
質, プラスチドに局在することが明らかにされおり（Clark et al. 2008b）, 異なる細胞小
器官で異なる代謝制御に関わっている可能性が考えられる. 従って, GABA の代謝が行
われる場所（細胞小器官, 植物組織）やその生理的な役割の違いによって, 阻害された
際に生じる影響は異なるのかもしれない.  
	 本章では, トマト果実における GABA の生合成には SlGAD2 と SlGAD3 が関与し, 少
なくとも SlGAD3 の発現は果実内 GABA 含量に大きな影響を与えることを明らかにし
た. それと同時に, トマトにおけるGABAの生理機能を明らかにする上で活用できると
考えられる, 異なる GABA 含量を有する組換えトマト系統を複数作出することができ
た. しかしながら, これらの系統の植物体や果実の形態からはトマトにおけるGABAの
生理機能を明らかにする手がかりは得られなかった. そこで第 2 章では, 果実内 GABA
含量が特に強く抑制されていた RNAi-SlGADall 系統を材料に用いて,『一次代謝物』に



























Used for Primer name Primer sequence (5'→3') 
Vector construction 



















Creation of probe for 
southern blot analysis 
NPTII-F1 ATGATTGAACAAGATGGATTGCAC 
NPTII-R1 TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG 




qRT-PCR of SlGAD1 SlGAD1-12F AAACTTCCCATTTCCCAACC SlGAD1-117R CGATTGATCGGAGGAGAAAA 
qRT-PCR of SlGAD2 SlGAD2-35F CTTTGATCTTCTCCGTCGTTG SlGAD2-139R ATATCGAGACGCGAAAGTCG 
qRT-PCR of SlGAD3 SlGAD3-1,150F CAGGACGTTTCAATATAATC SlGAD3-1,259R CCTACGGAGGGTCTCAGAG 
  
Genomic real-time PCR of APX APX-F TTTTACTTGTATATTCGAAGTGTGCCA APX-R ACAACTGCAAAATTAGAATCTAGTTGGTA 
Genomic real-time PCR of NPTII NPTII-F2 CCGGCTACCTGCCCATTC NPTII-R2 CGACAAGACCGGCTTCCAT 






















       
 WT 1-HO 1-AZ 7-HO 7-AZ 8-HO 8-AZ 
Days to flowering a 30.3±0.2 29.5±0.2 31.0±0.3 30.2±0.3 30.0±0.4 30.7±0.3 30.8±0.4 
Plant height (cm) a 5.5±0.2 5.7±0.2 5.4±0.2 4.4±0.1 4.0±0.2 6.9±0.2 6.9±0.2 
Number of leaves (/plant) a 6.7±0.2 5.7±0.2 5.8±0.3 6.3±0.2 6.3±0.2 6.2±0.3 6.3±0.3 
Fruit weight (g FW) b 2.6±0.2 2.8±0.2 2.2±0.1 4.1±0.2 2.7±0.2 3.1±0.2 3.0±0.1 
** *
** ** ** **
*
** *
Table 2	 T3 世代の RNAi-SlGADall における植物体と果実の特性調査  
 
草丈 (Plant height) と葉枚数 (Number of leaves) は第一花の開花日に計測した 
果実重 (Fruit weight) は開花後 45 日目の Red 果実を計測した 
a 値は平均値±SE (n=6) 
b値は平均値±SE (n=25) 
アスタリスクは WT と組換え系統間で Student’s t 検定による有意差があることを示す  










     
 WT 6-HO 6-AZ 7-HO 7-AZ 
Days to flowering a 31.0±0.0 32.3±0.4 32.3±0.6 32.8±0.2 30.3±0.4 
Plant height (cm) a 4.5±0.2 5.5±0.4 4.8±0.2 4.2±0.1 4.3±0.2 
Number of leaves (/plant) a 5.4±0.2 6.3±0.2 5.8±0.3 5.8±0.2 5.7±0.3 





Table 3	 T2 世代の 35S-SlGAD3-NOSOX における植物体と果実の特性調査  
草丈 (Plant height) と葉枚数 (Number of leaves) は第一花の開花日に計測した 
果実重 (Fruit weight) は開花後 45 日目の Red 果実を計測した 
a 値は平均値±SE (n=6) 
b値は平均値±SE (n=25) 
アスタリスクは WT と組換え系統間で Student’s t 検定による有意差があることを示す  








regions SlGAD1 SlGAD2 SlGAD3 
RNAi-SlGAD1 100.0 % (324 nt) 47.6 % (    6 nt) 34.6 % (    7 nt)
RNAi-SlGAD2 47.1 % (    6 nt) 100.0 % (312 nt) 26.1 % (    8 nt) 
RNAi-SlGAD3 42.4 % (  11 nt) 53.1 % (  14 nt) 100.0 % (301 nt) 

















0 1,60575 1,529 (bp)
CDS
200 bp5’ UTR CDS 3’ UTR
Fig. 2	 RNAi 標的 DNA 配列の設計  
A. SlGAD 遺伝子の cDNA 配列の略図. 黒いバーはそれぞれ RNAi-SlGAD1, -SlGAD2, -SlGAD3, 
-SlGADall に 
用いた RNAi 標的 DNA 配列の位置を示す.  
B. RNAi 標的 DNA 配列とその位置に対応する SlGAD 遺伝子間のヌクレオチドの相同性. 連続し
て完全に 
一致するヌクレオチドの最大長を括弧内に示した 










RB LBPNOS NPTII P35SNOST NOST





















Fig. 3	 SlGAD 発現抑制体および SlGAD3 過剰発現体の作出に用いたコンストラクト  
A.	 SlGAD RNAi 用コンストラクト 
B.	 SlGAD3 過剰発現用コンストラクト 
LB, left border; RB, right border; NPTII, neomycin phosphotransferase II (カナマイシン耐性遺伝子); 
HPT, hygromycin phosphotransferase (ハイグロマイシン耐性遺伝子); P35S, CaMV35S promoter; T, 
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(kb) 
RNAi-SlGAD2  
Fig. 4	 SlGAD 発現抑制体  (RNAi) のサザンブロット解析  (T0 世代) 
RNAi-SlGAD1 (A), RNAi-SlGAD2 (B), RNAi-SlGAD3 (C), RNAi-SlGADall (D) の解析結果. 
葉から抽出したゲノム DNA (10 µg) を EcoR I で消化し、NPTII プローブを用いて検出した.  















































































































WT! 1! 6! 7! 8!
MG
Red
Fig. 5	 T0 世代における SlGAD 発現抑制体  (RNAi) の果実内 GABA 含量  
RNAi-SlGAD1 (A), RNAi-SlGAD2 (B), RNAi-SlGAD3 (C), RNAi-SlGADall (D) の緑熟 (MG) 果実
および赤熟 (Red) 果実における GABA 含量を定量した. 

























































WT  HO  AZ  HO  AZ







































































































































WT  HO  AZ  HO  AZ
 3  8
Fig. 6	 T2 世代の RNAi-SlGAD2 果実における SlGAD 遺伝子の発現解析と GABA 含量の定量  
独立した 2 系統のホモ系統 (3-HO, 8-HO), 対応するアザイガス個体 (3-AZ, 8-AZ) および WT を解
析した. 
A. MG 果実における SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の相対発現量 (qRT-PCR) 
B. MG 果実における GABA 含量 
C. Red 果実における SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の相対発現量 (qRT-PCR) 
D. Red 果実における GABA 含量 
qRT-PCR は SlUbiquitin3 を内部標準に用いた. グラフの値は平均値±SE (n=4) を示す.  
アスタリスクは野性型  (WT) とホモ系統  (HO) あるいは WT とアザイガス系統 (AZ) 間で























































































































































































** ** ** **
*
WT  HO  AZ  HO  AZ
 5  8
WT  HO  AZ  HO  AZ
 5  8
Fig. 7	 T2 世代の RNAi-SlGAD3 果実における SlGAD 遺伝子の発現解析と GABA 含量の定量  
独立した 2 系統のホモ系統 (5-HO, 8-HO), 対応するアザイガス個体 (5-AZ, 8-AZ) および WT を解
析した. 
A. MG 果実における SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の相対発現量 (qRT-PCR) 
B. MG 果実における GABA 含量 
C. Red 果実における SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の相対発現量 (qRT-PCR) 
D. Red 果実における GABA 含量 
qRT-PCR は SlUbiquitin3 を内部標準に用いた. グラフの値は平均値±SE (n=4) を示す.  
アスタリスクは野性型  (WT) とホモ系統  (HO) あるいは WT とアザイガス系統 (AZ) 間で
























































































































































































WT HO AZ HO AZ HO AZ
 1  7  8
WT HO AZ HO AZ HO AZ
 1  7  8
Fig. 8	 T3世代の RNAi-SlGADall 果実における SlGAD 遺伝子の発現解析と GABA 含量の定量  
独立した 3 系統のホモ系統 (1-HO, 7-HO, 8-HO), 対応するアザイガス個体 (1-AZ, 7-AZ, 8-AZ) お
よび WT を解析した. 
A. MG 果実における SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の相対発現量 (qRT-PCR) 
B. MG 果実における GABA 含量 
C. Red 果実における SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の相対発現量 (qRT-PCR) 
D. Red 果実における GABA 含量 
qRT-PCR は SlUbiquitin3 を内部標準に用いた. グラフの値は平均値±SE (n=4) を示す.  
アスタリスクは野性型  (WT) とホモ系統  (HO) あるいは WT とアザイガス系統 (AZ) 間で
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WT  HO  AZ  HO  AZ  HO  AZ
 1  7  8
RNAi-SlGADall !
WT  HO  AZ  HO  AZ
 3  8
RNAi-SlGAD2 !
Fig. 9	 RNAi 形質転換体の MG 果実における GAD 活性  
A. T3 世代の RNAi-SlGADall. 
B. T2 世代の RNAi-SlGAD2. 
C. T2 世代の RNAi-SlGAD3  
グラフの値は 3 回の実験反復の平均を示す. 各コンストラクトについて 
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WT 3 5 7 8 11 14 
Fig. 10	 T0 世代の RNAi-SlGAD1 果実における SlGAD1 遺伝子発現と GABA 含量の関係  
A. Red 果実における SlGAD1 の相対発現量 (qRT-PCR) 
B. Red 果実における GABA 含量 
C.  SlGAD1 遺伝子の発現量と GABA 含量との相関関係 



























Fig. 11	 SlGAD3 過剰発現体  (35S-SlGAD3-NOSOX ) のサザンブロット解析  (T0 世代) 
葉から抽出したゲノム DNA (10 µg) を EcoR I で消化し、NPTII プローブを用いて検出した.  





































WT  HO  AZ  HO  AZ



























































































































































WT  HO  AZ  HO  AZ
 6  7
Fig. 12	 T2 世代の 35S-SlGAD3-NOSOX果実における SlGAD 遺伝子の発現解析と GABA 含量の  
       定量  
 
独立した 2 系統のホモ系統 (6-HO, 7-HO), 対応するアザイガス個体 (6-AZ, 7-AZ) および WT を 
解析した. 
A. MG 果実における SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の相対発現量 (qRT-PCR) 
B. MG 果実における GABA 含量 
C. Red 果実における SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3 の相対発現量 (qRT-PCR) 
D. Red 果実における GABA 含量 
qRT-PCR は SlUbiquitin3 を内部標準に用いた. グラフの値は平均値±SE (n=4) を示す.  
アスタリスクは野性型 (WT) とホモ系統 (HO) あるいは WT とアザイガス系統 (AZ) 間で 
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Fig. 13	 RNAi-SlGADall および 35S-SlGAD3-NOSOX の葉における GABA 含量の定量  
22 日齢のトマト植物体の葉における GABA 含量を測定した. 
A. T5 世代の RNAi-SlGADall. 
B. T3 世代の 35S-SlGAD3-NOSOX. 
グラフの値は平均値±SE (n=3) を示す.  
アスタリスクは野性型 (WT) とホモ系統 (HO) あるいは WT とアザイガス系統 (AZ) 間で 























 1  7  8
Fig. 14	 T3 世代の RNAi-SlGADall における植物体と果実の表現型  
独立した 3 系統のホモ系統 (1-HO, 7-HO, 8-HO), 対応するアザイガス個体 (1-AZ, 7-AZ, 8-AZ) 
およびWT を同時に栽培した. 写真は上から播種後 (Days after sowing; DAS) 30日, 60日, 90日目















WT  HO  AZ
45 DAF
 6
 HO  AZ
 7
Fig. 15	 T2 世代の 35S-SlGAD3-NOSOX における植物体と果実の表現型  
独立した 2 系統のホモ系統 (6-HO, 7-HO), 対応するアザイガス個体 (6-AZ, 7-AZ) および WT
を同時に栽培した. 写真は上から播種後 (Days after sowing; DAS) 30 日, 60 日, 90 日目の植物













第 2 章  
 
 
GABA 低蓄積組換えトマトと非組換えトマトのメタボローム解析   
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2-1	 緒言  
	 植物において GABA は様々な環境刺激（塩, 熱, 低温, 機械的刺激, 低酸素, 機械的刺
激, 植物ホルモン）に応答して急激に蓄積されることが知られている（Bown and Shelp 
1997; Shelp et al. 1999）. また, GABA の機能として花粉管伸長の制御（Palanivelu et al. 
2003; Yu et al. 2014）, 食害および病原菌侵略からの防御（Bown et al. 2006; Seifi et al. 
2013）, 細胞伸長の抑制（Renault et al. 2011）など多様な生理反応への関与が示唆され
ている. しかしながら, 動物と比較すると植物におけるGABAの機能は未だ不明確であ
り, また, 果実に関しては情報が乏しいのが現状である.  
	 本論文の第 1 章では, 果実内 GABA 含量が WT とは有意に異なる組換えトマト系統
を複数作出した. しかしながら, いずれの系統においても見た目の表現型に際立った異
常はみられず, トマトにおける GABA の機能を明らかにする手がかりは得られなかっ
た. 一般に, トマトは開花直後から緑熟期にかけて GABA を高蓄積するが, その時期の
果実において GABA は最も存在比の多い遊離アミノ酸であることが知られている
（Boggio et al. 2000; Sorrequieta et al. 2010）. 果実内 GABA 含量が最大となる緑熟期の果
実に至っては, 遊離アミノ酸の 50%をも GABA が占めると言われている（Rolin et al. 
2000）. しかしながら, GABA が何故, 果実発達初期に優先的に蓄積され, 一方, 赤熟期
には急激に分解されてしまうのか, その生理学的意義は未だ不明である. そこで本章で
は, トマト果実における GABA 代謝の動態を明らかにすることを目的とし, 第 1 章で作




2-2	 材料および方法  
2-2-1	 供試植物  
	 供試植物はトマト ‘Micro-Tom’ の WT, 第 1 章で作出した RNAi-SlGADall の HO 系統
（1-HO, 7-HO, 8-HO）および AZ 系統（1-AZ, 7-HO, 8-HO）を用いた. HO 系統および AZ
系統はいずれも T3世代の植物体を用いた.  
 
2-2-2	 栽培条件  
トマトの育苗は（1-2-12）と同様, 植物工場の苗テラスにて行い, 第 1 花房の開花期
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に同植物工場内の別の栽培装置に移動させた. この栽培装置には 90 cm×16 cm×9 cm の
樋が複数設置してあり, その中に植物体を定植できる構造となっている. 潅水は下に設
置された液肥タンク内から吸水ポンプ, ホース, チューブをつたって桶に流れ込む仕組
みとなっており, タイマー制御により 45 分の給水と 15 分の停止を繰り返し行った. 液
肥には大塚ハウス A 処方 [大塚 1 号 1.5 g/l，大塚 2 号 1 g/l ]（大塚化学）を用い，電
気伝導度（EC）は 2.0 dS/m に設定した. 明期 25°C /暗期 20°C，16 時間明期（300 µmol m-2 
s-1），CO2 濃度 600 ppm 条件にて栽培を行った.  
 
2-2-3	 果実のサンプリングと一次代謝物の測定  
	 WT, RNAi-SlGADall HO 系統（1-HO, 7-HO, 8-HO）および AZ 系統（1-AZ, 7-HO, 8-HO）
の植物体から緑熟果実と赤熟果実を 6 果実ずつ収穫した. 収穫した果実は種子とゼリー
部を除去した後, 一定量のペリカープを液体窒素で凍結した. 凍結したサンプルは理化
学研究所にて凍結乾燥と誘導体化処理が行われ, その後, ガスクロマトグラフ-飛行時
間型-質量分析計（gas chromatography time-of-flight mass spectrometry, GC-TOF-MS）によ
る一次代謝物の一斉解析が実施された. データの処理と補正は Kusano et al.（2011）に
従って行われた.  
 
2-3	 結果  
	 トマト果実におけるGABA代謝の生理学的意義を探求するため, GABA低蓄積組換え
体（RNAi-SlGADall HO 系統）と非組換え体（WT および RNAi-SlGADall AZ 系統）の緑
熟果実, 赤熟果実における一次代謝物量を一斉解析した. 果実内の一次代謝物の解析に
は GC-TOF-MS を用いた. 同定された 116 種類の代謝物の中から, 組換え体（HO 系統）
と非組換え体（WT または AZ 系統）間で含量に有意差がみられた代謝物のみをピック
アップした. まず, 緑熟果実に関して HO 系統と WT 間で比較（HO/WT）を行うと, 系
統 1-HO, 7-HO, 8-HO においてそれぞれ 1 個, 8 個, 5 個の代謝物が WT よりも有意な減少
を示し, 2 個の代謝物（未同定の代謝物 MST11, GABA）に関しては 3 つの HO 系統に共
通して有意な減少がみられた（Fig. 16A 上）. 反対に, WT と比較して HO 系統で有意に
増加した代謝物に関しては, 系統 1-HO, 7-HO, 8-HO に特異的なものがそれぞれ 2 個, 12
個, 8 個, 系統 1-HO, 8-HO に共通するものが 2 個, 系統 7-HO, 8-HO に共通するものが 8
個, そして 3 つの HO 系統に共通するものが 3 個（グルタミン酸, フェニルアラニン, 
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MST4）であった（Fig. 16A 下）. 続いて, HO 系統とそれぞれの HO 系統に対応する AZ
系統間で比較（HO/AZ）を行ったところ, 系統 1-HO, 7-HO, 8-HO に特異的な変動を示
す代謝物は複数検出されたものの, 2 系統以上の HO 系統で共通して変動する代謝物の
数は HO/WT と比較すると少なくなった（Fig. 16B）. その数は, 3 つの HO 系統に共通
して減少したものが 1 個（GABA）, 増加したものに関しては系統 1-HO, 8-HO に共通
するものが 1 個（アラニン）, 系統 7-HO, 8-HO に共通するものが 1 個（グルタミン酸）
のみで, 3 つの HO 系統に共通するものはなかった（Fig. 16B）. Fig. 16 において 3 つの
HO 系統のうち, 2 系統以上で共通した変動がみられた代謝物に関しては, Fig. 17 に
log2-fold change を示した. HO 系統と WT 間で比較（HO/WT）を行うと, 15 個の代謝物
が 2 系統以上の HO 系統に共通して変動する代謝物として抽出され, 最も大きく変動し
ているの代謝物は GABA であった（Fig. 17A）. GABA は GC-TOF-MS による測定にお
いても 3 つの HO 系統で共通して減少しており, 第 1 章で行った GABase 酵素アッセイ
による定量と一致する結果となった（Figs. 8B; 17A）. 増加した代謝物の中では, GABA
の前駆体であるグルタミン酸やフェニルアラニン, 未同定の MST4 といった代謝物が 3
つの HO 系統に共通して増加していた（Fig. 17A）. 一方, HO 系統と AZ 系統間で比較
（HO/AZ）を行うと, 3 個の代謝物のみが抽出され, HO/WT と同様に GABA が 3 つの
HO 系統に共通して減少していた（Fig. 17B）. グルタミン酸とアラニンは 3 つの HO 系
統のうち, 2 系統に共通して有意に増加していた. また, HO/WT と HO/AZ の解析結果を
比較すると, 両比較において共通した増減傾向を示したのは GABA とグルタミン酸の
みであった（Fig. 17A, B）. 同様の解析を赤熟果実に関しても行った. まず HO 系統と
WT 間で比較（HO/WT）を行い, 有意差のある代謝物のみをピックアップすると, 2 個の
代謝物が 1-HO, 7-HO に共通して, また別の 2 個の代謝物が 3 つの HO 系統に共通して
減少していた（Fig. 18A 上）. 一方, WT と比較して HO 系統で有意に増加した代謝物に
関しては, 系統 1-HO, 7-HO に共通するものが 17 個, 系統 1-HO, 8-HO に共通するもの
が 1 個, そして 3 つの HO 系統に共通するものが 11 個抽出された（Fig. 18A 下）. 次に, 
HO 系統と AZ 系統間で比較（HO/AZ）を行ってみると, 緑熟果実での結果と同様, 2 系
統以上の HO 系統で共通して変動する代謝物の数は HO/WT と比較すると非常に少なく
なった（Fig. 18B）. AZ と比較して有意に減少した代謝物の数は, 系統 7-HO, 8-HO に共
通するものが 2 個, 3 つの HO 系統に共通するものが 1 個であった. 反対に増加した代謝
物の数は, 系統 1-HO, 7-HO に共通するものが 2 個, 系統 7-HO, 8-HO に共通するものが
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1 個のみで, 3 つの HO 系統に共通するものはなかった（Fig. 18B）. これらの 2 系統以
上で共通した変動がみられた代謝物に関しては, Fig. 19 に log2-fold change を示した. 
HO/WT, HO/AZ いずれの比較解析においても GABA は 3 つの HO 系統に共通して減少
がみられた（Fig. 19）. HO/WT では多くの代謝物が有意差のある代謝物として抽出され
たが, HO/WT と HO/AZ の両比較において共通した増減傾向を示した代謝物は GABA
のみであった（Fig. 19）.  
 
2-4	 考察  
	 本章では, トマト果実発達過程で GABA 含量がダイナミックに変動する生理学的な
意義を探求することを目的とし, 果実内GABA含量が減少した RNAi-SlGADall系統と非
組換え体の果実を用いてメタボローム解析を行った. 本実験では RNAi-SlGADall HO 系
統（1-HO, 7-HO, 8-HO）の果実内一次代謝物の含量を WT あるいは対応する AZ 系統
（1-AZ, 7-AZ, 8-AZ）の含量と比較した. WT と AZ 系統はいずれも正常な果実内 GABA
含量を有するため（Fig. 8B, D）, 仮に HO 系統において GABA 含量の減少が他の代謝
物の含量に影響を及ぼすのであれば, その影響を受けた代謝物の含量は HO/WT と
HO/AZ の両比較において共通した増減傾向を示すと考えられる. しかしながら, 本実
験の結果では, HO/WT と HO/AZ の両比較において 3 つの HO 系統間で共通した変動を
示した代謝物の数が大きく異なった（Fig. 17, 19）. 例えば緑熟果実では, HO/WT 比較に
おいて 15 個の代謝物が 2 系統以上の HO 系統に共通して有意差が見られたのに対し, 
HO/AZ 比較においては 3 個のみであった（Fig. 17）. さらに, HO/WT と HO/AZ の両比
較において共通した増減傾向を示した代謝物はGABAとグルタミン酸のみであった（ア
ラニンはHO/AZ比較において3つのHO系統間で共通した増減傾向を示さなかった; Fig. 
17B）. これらの結果は, 緑熟果実の HO 系統において GABA 含量の減少がもたらした
影響は, 今回調査した代謝物の中ではグルタミン酸含量の増加のみであったことを示
唆している. また, 赤熟果実に関しても HO/WT 比較において 33 個の代謝物が 2 系統以
上の HO 系統に共通して有意差がみられたのに対し, HO/AZ 比較においては 5 個のみで
あった（Fig. 19）. 驚くことに, HO/WT と HO/AZ の両比較において共通した増減傾向
を示した代謝物は GABA 以外にみられなかった（Fig. 19）. 一般に, 導入遺伝子の影響
は HO 系統と AZ 系統を比較することで, 培養変異の影響は WT と AZ 系統を比較する
ことで個別に評価できると言われている（Zhou et al. 2012）. 本実験では, 2 系統以上の
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HO系統に共通して有意差が見られた代謝物の数が HO/WT比較よりも HO/AZ比較にお
いて極端に減少した（Fig. 17, 19）. このことは, HO/WT 比較で見られた有意差の大部分
が培養変異によるものであることを示唆している. 同様の傾向は Zhou et al.（2012）の
形質転換イネを用いた研究においても観察されている. 彼らは Bacillus thuringiensis 
δ-endotoxin（Bt）遺伝子および cowpea trypsin inhibitor（CpTI）遺伝子をコトランスフォ
ーメーションした形質転換イネを用いてメタボローム解析を行い, AZ 系統あるいは
WT との比較解析を行った. その結果, 形質転換体と AZ 系統間の代謝物変動は WT と
AZ 系統間の代謝物変動と比較して小さく, 観察された変動の大部分は培養変異による






	 植物において, GAD の活性化は代謝に大きな影響を与えることが報告されている. 例
えば, C 末の伸長領域を切除したイネの GAD（OsGAD2）を過剰発現させた組換えカル
スでは, GABA の含量が増加し, グルタミン酸, アスパラギン酸, スレオニン, アスパラ
ギン, グルタミンの含量が減少することが知られている（Akama and Takaiwa 2007）. ま
た, C末の伸長領域を切除したペチュニアのGADを過剰発現させたシロイヌナズナの種
子では, 種子成熟の過程で C-N バランスが大きく変化することが報告されている（Fait 
et al. 2011）. 一方, 本研究で GAD の発現を抑制させた組換えトマトでは, 他の代謝産物
の含量にほとんど影響を及ぼさなかった. 緑熟果実のみで唯一確認されたグルタミン
酸の増加は, SlGAD の効果的な抑制に起因する考えられる. なぜならば, グルタミン酸
はGABAの前駆体であり, GAD酵素の基質として利用されるためである. しかしながら, 
グルタミン酸の増加率は GABA の減少率と比較すると小さかった（Fig. 17）. 同様の結
果は, シロイヌナズナの GAD1 欠損変異体の根においても観察されており, この変異体
では WT と比較して GABA が 1/7 に減少したにも関わらず, グルタミン酸の含量に有意
な差はみられなかった（Bouché et al. 2004b）. グルタミン酸は植物の窒素代謝において
重要な役割を果たすことが知られており, GABA だけでなくプロリン, アルギニン（ポ
リアミンの前駆体）, α-ケトグルタル酸の前駆体として, さらにはアスパラギン酸, アラ
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ニン, グリシンなどを生産する様々なアミノ基転移反応においても利用される（Forde 




れなかった. 先行研究において, ‘Micro-Tom’ の果実内 GAD 活性は緑色期に強く, 赤色
期には検出されないことが明らかにされている（Akihiro et al. 2008）. このことから, 赤
熟果実においては SlGAD の発現抑制がもたらす効果は低く, 結果としてグルタミン酸
の含量にも有意差がみられなかったと示唆される.  
 
	 本章では, GAD の発現を抑制した組換え体を利用することで, トマト果実における
GABA 代謝の流れを明らかにしたいと考えた. しかしながら, 緑熟果実, 赤熟果実のい
ずれにおいても他の一次代謝物の含量に大きな影響はみられなかった. また, 第 1 章の
結果から, 植物体の表現型にも大きな異常は観察されなかった. 他の植物種における研
究では, GABA を高蓄積する条件（C 末を切除した GAD の過剰発現, GABA-T または
SSADH の機能喪失等）において, 著しい表現型の異常や代謝物の変動が観察されてい
る. トマトにおける GABA の機能を明らかにするには, 他の植物種と同様, GABA を過
剰に蓄積させたときの影響も調査する必要があるかもしれない. 第 1 章では SlGAD3 の
発現がトマト果実内の GABA 含量に大きな影響を及ぼす律速因子であることが明らか
となり, 実際に SlGAD3 を過剰発現させることで WT の 2.7-5.2 倍に果実内 GABA 含量
が増加することを確認した（Fig. 12B, D）. しかしながら, 作出した組換え体の表現型
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Fig. 16	 T3 世代の RNAi-SlGADall MG 果実における一次代謝物の変動  
独立した 3 系統のホモ系統 (1-HO, 7-HO, 8-HO), 対応するアザイガス個体 (1-AZ, 7-AZ, 8-AZ)  
および WT の MG 果実における一次代謝物の含量を一斉解析した. 
A. WT と比較したときにホモ系統 (HO) で有意に減少あるいは増加した代謝物の数 
B. アザイガス (AZ) と比較したときに HO 系統で有意に減少あるいは増加した代謝物の数 
HO/AZの比較をする際には各 HO 系統 (1-HO, 7-HO, 8-HO) における代謝物の含量をそれぞれ対応
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Fig. 17	 T3 世代の RNAi-SlGADall MG 果実において 2 系統以上の HO 系統で共通した 
       変動を示した一次代謝物  
A. WT と比較したときに 2 系統以上のホモ系統 (HO) でみられた代謝物の変動  
B. アザイガス (AZ) と比較したときに 2 系統以上の HO 系統でみられた代謝物の変動 
グラフの値は平均値 (n=6) を示す.  
アスタリスクは WT と HO 系統あるいは WT と AZ 間で Student’s t 検定による有意差がある
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Fig. 18	 T3 世代の RNAi-SlGADall Red 果実における一次代謝物の変動  
独立した 3 系統のホモ系統 (1-HO, 7-HO, 8-HO), 対応するアザイガス個体 (1-AZ, 7-AZ, 8-AZ) 
および WT の Red 果実における一次代謝物の含量を一斉解析した. 
A. WT と比較したときにホモ系統 (HO) で有意に減少あるいは増加した代謝物の数 
B. アザイガス (AZ) と比較したときにHO系統で有意に減少あるいは増加した代謝物の数 
HO/AZ の比較をする際には各 HO 系統 (1-HO, 7-HO, 8-HO) における代謝物の含量をそれぞれ
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Fig. 19	 T3 世代の RNAi-SlGADall Red 果実において 2 系統以上の HO 系統で共通した 
       変動を示した一次代謝物  
A. WT と比較したときに 2 系統以上のホモ系統 (HO) でみられた代謝物の変動  
B. アザイガス (AZ) と比較したときに 2 系統以上の HO 系統でみられた代謝物の変動 
グラフの値は平均値 (n=6) を示す.  
アスタリスクは WT と HO 系統あるいは WT と AZ 間で Student’s t 検定による有意差がある



















	 本研究では, トマト果実におけるGABAの生合成ステップに着目し, その分子制御機
構を解明することで GABA 高含有トマトの作出を試みた. まず第 1 章では, トマト果実
内で GABA 生合成への関与が見込まれる 3 つの GAD 遺伝子（SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3）
について発現抑制形質転換体を作製し, 果実内GABA含量に及ぼす影響を調査した. そ
の結果, 3 つの SlGAD 遺伝子の発現を同時に抑制した RNAi-SlGADall 系統では, 緑熟果
実および赤熟果実において GABA 含量の著しい減少（WT の 1/10 以下）がみられた（Fig. 
8）. このことから,トマト果実に蓄積される GABA の大部分（90%以上）は GAD を介
したグルタミン酸の脱炭酸反応によって生産されていることが示唆された. また, 果実
内 GABA 含量の減少傾向は SlGAD2 あるいは SlGAD3 の発現を特異的に抑制した形質転
換体（RNAi-SlGAD2, RNAi-SlGAD3 系統）においても確認された（Fig. 6, 7）. 特に
RNAi-SlGAD3 系統に関しては, RNAi-SlGADall 系統と同様, 緑熟果実および赤熟果実に
おいて著しい GABA 含量の減少（WT の 1/10 以下）がみられた（Fig. 7）. 一方, 
RNAi-SlGAD2 系統に関しては, WT と比較して果実内 GABA 含量が有意に減少していた
ものの, その減少率は RNAi-SlGAD3 系統と比較すると小さかった（Fig. 6, 7）. このこ
とから, 通常の栽培条件において, SlGAD2 および SlGAD3 はいずれも GABA の生合成
に関与しているものの, SlGAD2 は SlGAD3 と比較して活性が低い可能性が考えられた. 
しかしながら, 本研究で作出した RNAi-SlGAD2 における SlGAD2 mRNA レベルは
RNAi-SlGAD3 における SlGAD3 mRNA レベルと比較すると抑制度合いがやや弱く, 単純
に SlGAD2 の機能欠失が不完全であった可能性も除外できない. 従って, トマト果実内




	 第 1 章の結果から SlGAD2 と SlGAD3 のどちらがより GABA の生合成に寄与している
かを結論づけることはできなかった. しかしながら, 少なくとも SlGAD3 の発現は果実
内 GABA 含量に大きな影響を及ぼすことが明らかとなった. Akihiro ら（2008）によっ
てトマト果実から 3 つの SlGAD 遺伝子（SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3）が単離される以前
にも , 他の研究グループによってトマトから GAD をコードする遺伝子（ERT D1, 
GAD-19）が単離されている（Gallego et al. 1995; Kisaka et al. 2006）. このうち, ERT D1
は SlGAD1 とアミノ酸配列が 100%一致することから, SlGAD1 のアリルと考えられてい
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る（Akihiro et al. 2008）. 一方, GAD-19 は SlGAD2 および SlGAD3 のいずれのアミノ酸配
列とも完全には一致しないが, blast データベース検索では, SlGAD2 が最も相同性の高い
遺伝子として出力される（アミノ酸配列で 95%一致）. この GAD-19 遺伝子に関しては, 
アンチセンス法により機能欠失実験が行われ, GAD mRNA レベルが抑制された系統に
おいて果実内 GABA 含量が調査された結果, WT と比較して有意差は検出されなかった
（Kisaka et al. 2006）. 従って, GABA 蓄積に大きく影響する GAD 遺伝子（SlGAD3）を
トマト果実において初めて特定したという点で, 本研究は１つの有用な知見を提供で
きたと考える. また, 35S プロモーター及び NOS ターミネーターを用いた SlGAD3 の過
剰発現体（35S-SlGAD3-NOSOX）では, 緑熟果実で WT の約 3 倍, 赤熟果実では WT の 4
倍以上の GABA 蓄積がみられたことから（Fig. 12）, SlGAD3 は GABA 高含有トマトの
作出に応用可能な有用遺伝子であることが示された.   
 
	 本研究では, トマト果実における GABA 生合成制御機構の一端を解明することがで
きた. しかしながら, もう一つの課題であったトマト果実におけるGABAの生理機能に
ついては十分に解明することができなかった . 様々な品種のトマト果実において , 
GABA は開花直後から緑熟期にかけて高蓄積するものの, ブレーカーステージを境に
急激に分解されることが確認されている（Rolin et al. 2000; Carrari et al. 2006; Akihiro et al. 
2008）. このことから, トマト果実発達において GABA の代謝は何らかの生理的意義を
有するものと予想された.  
	 トマト果実における GABA 蓄積の役割として, これまでにいくつかの仮説が提案さ
れている. １つ目は細胞内 pH の制御である（Rolin et al. 2000）. トマト果実の発達初期
には, 葉から転流されたスクロースをもとに有機酸が継続的に合成され, それと同時に
多くの H+が生産される. H+の過剰蓄積は細胞内の酸性化を引き起こす原因となり得る
が, ATP 駆動型 H+ポンプによる細胞外への H+の排出, あるいは有機酸の脱炭酸反応に
よる H+の消費によって細胞内の H+レベルは制御されると考えられている. GAD による
GABA の生合成も H+を消費する反応であることから, GAD 反応は過剰な H+のシンクと
して働き, 細胞内の酸性化を防ぐ働きをしている可能性が示唆されている（Rolin et al. 
2000）. また, 2 つ目の仮説としてグルタミン酸輸送の促進効果が挙げられる（Rolin et al. 
2000）. トマトにおいてグルタミン酸は篩管を移動する主要な窒素形態であり, 果実に
も輸送されると考えられている（Valle et al. 1998）. 果実に到達したグルタミン酸はシ
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ンプラスト経路, あるいはプロトン共輸送メカニズムを介してさらに隣接細胞へと輸
送される. 後者の輸送メカニズムの場合, グルタミン酸と同時に H+が細胞質に取り込
まれるため, 細胞質のアシドーシスや細胞膜の脱分極が生じやすくなる. そのため, 果
実発達過程で誘導される GAD 活性は, 細胞質の過剰な H+を消費することで持続的な
グルタミン酸輸送を可能にし, その結果として GABA 蓄積の増加が生じている可能性
がある（Snedden et al. 1992; Rolin et al. 2000）. また, 3 つ目の仮説としてエネルギー生産
への寄与が示唆されている. 先行研究において 1-[14C]-GABA を用いたトレーサー実験
が行われ, トマト果実内で分解された GABA が TCA 回路に流入していることが明らか
にされた（Yin et al. 2010）. さらに, トマトの葉では TCA 回路関連酵素の機能が欠失す
ると, 呼吸基質であるコハク酸を生産する代替経路として GABA シャントが活性化す
ることが報告されている（Studart-Guimarães et al. 2007）. これらの知見から, 果実発達
前期に蓄積される GABA は成熟に伴い分解され, 一部はエネルギー生産の基質として
利用され, 残りは TCA 回路に流入し他の生体物質（アミノ酸等）を生合成するための
炭素源として利用されるのではないかと推察される. しかしながら, 本論文の第 1 章で
作出した RNAi-SlGADall 系統では, 果実内の GAD 活性や GABA 蓄積が著しく抑制され





故トマトは果実発達過程で GABA を高蓄積し, 成熟とともに分解するのか.  
	 考えられる可能性の１つとして, ストレス耐性への関与が挙げられる. トマト植物体
において SlGAD遺伝子あるいは SlGABA-T遺伝子の発現を抑制すると塩ストレスに対す
る感受性が高まり, 反対に, SlSSADH 遺伝子の発現を抑制すると塩ストレスに対する感
受性が低下することが報告されている（Bao et al. 2014）. このことから, トマトの植物
体において, GABA 代謝は塩ストレス耐性に関与していると考えられる. また, 灰色カ
ビ病に耐性を有するトマト変異体 sitiens の葉では, GABA シャント関連遺伝子の発現量
が増加していること, 外生 GABA を添加した WT の葉は灰色カビ病に対する感受性が
低下することが明らかにされていることから, GABA シャントは灰色カビ病に対する抵
抗性にも関与していると推察される（Seifi et al. 2013）. トマト果実においても塩ストレ
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ス処理や収穫後の CO2処理あるいは低酸素処理によって果実内の GABA 蓄積が増加す
ることが明らかにされている（Deewatthanawong et al. 2010; Yin et al. 2010; Mae et al. 
2012）. このことから, GABA を高蓄積する器官である果実においても, GABA の代謝は
ストレス耐性に関与している可能性が考えられる. また, 植物においてGABAは食害防
御に効果があることが示唆されている（Bown et al. 2006）. 果実発達過程で GABA が高
蓄積される時期は種子胚が発達する時期とほぼ一致しており, 一方, 種子が発芽能力を
持ち始める緑熟期を過ぎると, GABA の蓄積は減少する. このことから, 果実発達前期
に蓄積される GABA は, 未熟種子を食害から守る役割を果たしている可能性が考えら
れる.  

























神経伝達物質として機能することが知られている. 一方, 植物においてはストレス応答, 
細胞内 pH の調整, 食害防御など様々な生体反応への関与が示唆されているが, その明
確な機能は未だ不明である.  






	 グルタミン酸脱炭酸酵素（GAD）は動物や微生物において, GABA 生合成の鍵酵素と
して知られており, 先行研究においてトマトのモデル品種 ‘Micro-Tom’ の果実から 3
つの GAD 遺伝子ホモログ（SlGAD1, SlGAD2, SlGAD3）が単離された. そこで本研究で
は, 単離された 3 つの SlGAD 遺伝子がトマト果実において GABA の生合成に関与して
いるかを明らかにするため, SlGAD 遺伝子の発現抑制形質転換体を作出した. その結果,  
3 つの SlGAD 遺伝子の発現を同時に抑制した形質転換体では, 緑熟期と赤熟期における
果実内 GABA 含量が野生型の 1/10 以下に低下することが明らかとなり, トマト果実に
おける GABA の生合成には動物や微生物と同様, GAD が重要な働きをしていることが
示唆された. また, SlGAD1 の発現を特異的に抑制した形質転換体では, 野生型と比較し
て果実内 GABA 含量に大きな差がみられなかったのに対し, SlGAD2 あるいは SlGAD3
の発現を特異的に抑制した形質転換体では減少傾向がみられた. 特に SlGAD3 の発現抑
制形質転換体では緑熟期と赤熟期における果実内 GABA 含量が野生型の 1/10 程度に強
く減少した. これらの結果から, トマト果実における GABA の生合成には SlGAD2 およ
び SlGAD3 が関与し, 少なくとも SlGAD3 の発現は果実内 GABA 含量に大きな影響を及
ぼすことが明らかとなった.  
	 3 つの SlGAD 遺伝子の発現を同時に抑制した形質転換体では, 果実内 GABA 含量の




れなかった. そこで, GABA 低蓄積組換え体と非組換え体の特性をより詳細に調査する
ため, 緑熟果実および赤熟果実に含まれる一次代謝産物の一斉解析を行った. 非組換え
体と比較して, 複数系統の GABA 低蓄積組換えトマトにおいて有意差がみられた代謝
産物を選別した結果, 緑熟果実および赤熟果実におけるGABA含量の減少と, 緑熟果実
におけるグルタミン酸含量の増加のみが抽出された. このことから, トマト果実におけ
る GABA 蓄積量の低下は植物体や果実の発達だけでなく, 他の一次代謝産物の含量に
もほとんど影響を及ぼさないことが示唆された.  
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